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Optimizacija izražanja rekombinantnega proteina FHL2 
Povzetek 
FHL2 je adapterski protein, ki je sestavljen iz štirih in pol domen LIM, preko katerih tvori 
interakcije z ostalimi proteini. Med posameznimi domenami LIM se nahajajo intrinzično 
neurejene regije, ki dajejo proteinu fleksibilnost in mu s tem omogočajo vezavo s široko 
paleto različnih proteinov. Zaradi tega je FHL2 del številnih signalnih poti, ki so povezane z 
različnimi celičnimi procesi. Vidno vlogo ima tudi pri celičnem signaliziranju preko molekule 
EpCAM, ki se povišano izraža v rakavih celicah. Kot adapterski protein je FHL2 ključen pri 
tvorbi kompleksa EpIC-FHL2-β-katenin, ki nastane v citoplazmi in se nato prenese v jedro, 
kjer z vezavo na transkripcijski faktor Lef-1 sproži prepisovanje onkogenov, ki povzročijo 
proliferacijo celic. Mehanizem tvorbe kompleksa EpIC-FHL2-β-katenin ni razjasnjen, prav 
tako ni znana niti njegova struktura.  
Cilj našega dela je bil optimizirati izražanje rekombinantnega proteina FHL2 in ga pripraviti v 
zadostnih količinah, da bi ga lahko uporabili za strukturno in biokemijsko karakterizacijo 
kompleksa EpIC-FHL2-β-katenin. FHL2 se po induciranem izražanju v bakterijskih celicah 
nahaja v netopni frakciji, zato ga je potrebno izolirati iz inkluzijskih telesc. V sklopu našega 
raziskovalnega dela smo izvedli tri različne poskuse izolacije FHL2 iz inkluzijskih telesc in 
njihovo uspešnost primerjali med seboj.  
Pri vseh treh eksperimentih so se največje izgube pojavile pri procesu raztapljanja, po katerem 
je rekombinantni protein FHL2 ostal v obliki topnih agregatov, kljub prisotnosti denaturanta. 
Najobetavnejše rezultate je sicer pokazala izolacija, pri kateri smo pri procesu raztapljanja 
inkluzijskih telesc v 8 M urei dodali še neionski detergent Triton X-100, ki preprečuje tvorbo 
agregatov. Kljub znatnim količinam izoliranega fuzijskega proteina smo po dializi, pri kateri 
smo fuzijski protein cepili s proteazo TEV, ugotovili, da je FHL2 v raztopini podvržen 
razgradnji. Zaključili smo, da je izolacija rekombinantnega proteina FHL2 iz inkluzijskih 
telesc zaradi agregacije in nestabilnosti proteina nesmiselna. Ocenili smo, da bo bolj primerna 
metoda za pripravo proteina hkratno izražanje z njegovim vezavnim partnerjem. To je tudi v 
skladu z vlogo proteina FHL2 v celici, kjer se ta kot adapterski protein praktično nikoli ne 
nahaja sam, temveč je vedno v kompleksu z ostalimi proteini.  
Pri izvedbi koekspresije, kjer sta se zapisa za FHL2 in β-katenin nahajala vsak na svojem 
plazmidu, sta se proteina izražala v nivoju, zelo daleč od stehiometrijskega. V nadaljevanju 
smo se zato odločili, da bomo koekspresijo izvedli z zapisom obeh proteinov pod svojim 
promotorjem T7 na enem plazmidu in na ta način pridobili stabilen kompleks FHL2-β-
katenin, s pomočjo katerega bo možno preučevanje interakcijskih in strukturnih lastnosti 
celotnega kompleksa EpIC-FHL2-β-katenin. 
 






Optimization of recombinant FHL2 expression 
Abstract 
FHL2 is an adapter protein that contains four and a half LIM domains, which mediate 
interactions with other proteins. Between LIM domains there are intrinsically disordered 
regions that enable bonding to broad range of different proteins. This is the reason why FHL2 
is a part of many signalling pathways. For example: it plays an important role in cell 
signalling mediated by Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM), which is highly 
expressed in cancer cells. FHL2, as an adaptor protein, mediates assembly of multiprotein 
complex EpIC-FHL2-β-catenin that is formed in cytoplasm and transported into the nucleus, 
where it binds to transcriptional factor Lef-1 and promotes transcription of oncogenes that 
cause cell proliferation. It is not clear how the complex EpIC-FHL2-β-catenin assembles and 
its structure is also unkown.  
The goal of our research was to optimize expression of recombinant FHL2 and to prepare 
sufficient amount for characterization of structural and biochemical properties of EpIC-FHL2-
β-catenin complex. After induction of FHL2 expression in bacterial cells it is found in an 
insoluble fraction and it needs to be isolated from inclusion bodies. We carried out three 
experiments trying to recover recombinant FHL2 from inclusion bodies and we estimated the 
success of isolation for each one of them.  
In all three cases, we observed the largest loss of FHL2 due to unsuccessful solubilization of 
inclusion bodies, where our protein remained in the form of soluble aggregates, despite the 
presence of denaturant. We observed the most promising results when we add non-ionic 
detergent Triton X-100, that prevents formation of agreggates, to the process of inclusion 
bodies dissolution in 8 M urea. Even though we were able to recover substantial amount of 
fusion protein, we observed its unstability and degradation during the process of dialysis and 
proteolysis with TEV protease. We concluded that the isolation of recombinant FHL2 from 
inclusion bodies is pointless and is thus more suitable to preform coexpression of FHL2 with 
its binding partner. This method is also in line with the role of FHL2 protein in a cell, where it 
is present as an adapter protein and is therefore always present in a multiprotein complex. On 
top of that it also contains disordered regions between LIM domains, which is why it is prone 
to aggregation. 
To continue our work we would need to preform coexpression from one plasmid that would 
code for both proteins, FHL2 and β-catenin, each one with its own T7 promoter. If we carry 
out coexpression of FHL2 and β-catenin from different vectors, we get unequal expression of 
both proteins. With stable FHL2-β-catenin complex it would be possible to study interaction 
and structural properties of whole EpIC-FHL2-β-catenin complex.  
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1.1 Celično signaliziranje 
Sposobnost celice, da zazna in se odzove na dražljaj, je osnova za njeno preživetje in pravilno 
delovanje. To je lastnost, ki je značilna za celice vseh organizmov, saj se na ta način lahko 
prilagajajo pogojem, v katerih se nahajajo. Signal, ki pride iz okolja oziroma ostalih celic v 
organizmu, se preko receptorjev in sekundarnih sporočevalcev po različnih signalnih poteh 
prenese do znotrajceličnih efektorjev, ki sprožijo ustrezen odziv celice (slika 1.1). Temu 
postopku pretvorbe informacije v kemijsko spremembo znotraj celice pravimo signalna 
transdukcija1,2. 
 
Slika 1.1: Splošna shema signalne transdukcije. Na shemi je shematsko prikazan receptor, ki spada v družino 
z G-proteini sklopljenih receptorjev. 
Poznamo več signalnih poti, med katerimi so najbolj pogoste signalne poti cAMP, MAPK, 
JAK/STAT, NF-κB in Wnt3. Med seboj se ločijo po ligandih, ki sprožijo signal, po vrsti 
receptorja, ki ta signal sprejme, in po sekundarnih sporočevalcev ter encimih, preko katerih 
signal potuje. 
V signalnih poteh poleg receptorjev, sekundarnih sporočevalcev in encimov pogosto 
sodelujejo tudi ogrodni in adapterski proteini, ki so ključni za pravilen potek signalne 
transdukcije. Ti proteini so zadolženi za združitev elementov signalne poti v večproteinske 
komplekse, saj je na ta način prenos signala hitrejši in učinkovitejši. Prav tako je njihova 
vloga usmeritev proteinov oz. proteinskih kompleksov v določene predele celice, kjer se 
signalna pot lahko nadaljuje1. Eden izmed takšnih proteinov je protein FHL2, ki deluje kot 
ogrodni oz. adapterski protein pri več signalnih poteh4. Nekatere izmed teh signalnih poti so 
povezane s proliferacijo celic in posledično z rakavimi obolenji. Zato so kompleksi, ki jih 
protein FHL2 tvori v teh signalnih poteh, predmet mnogih raziskav, saj predstavljajo 
potencialno tarčo za zdravljenje rakavih obolenj5. 
tarčna celica
signalna molekula iz ostalih 
celic v organizmu oz. iz okolice
receptor








1.2.1 Struktura FHL2 
FHL2 je 32,2 kDa velik protein, ki je sestavljen iz 279 aminokislinskih ostankov in se izraža v 
različnih organih, najmočneje v srčni mišici4. Spada v družino petih homolognih proteinov, ki 
imajo štiri in pol domene LIM. V tej družini so še FHL1, ki se izraža v različnih tkivih, FHL3, 
ki se izraža pretežno v mišičnih celicah, ter FHL4 in FHL5 (poimenovan tudi ACT), ki ju 
najdemo v testisih.6. 
Domena LIM je dobila ime po treh transkripcijskih faktorjih, pri katerih so prvič odkrili ta 
motiv – Lin-11, Isl-1 in Mec-3. Sestavljena je iz dveh cinkovih prstov, ki sodelujeta pri tvorbi 
interakcij s proteini. Čeprav je drugi cinkov prst v domeni zelo podoben DNA-vezavnemu 
cinkovemu prstu pri transkripcijskih faktorjih GATA, do sedaj še ni dokazov, da bi domena 
LIM tvorila interakcije z DNA in vivo (zbrano v 7).  
Domene LIM v proteinu FHL2 so si po strukturi med seboj zelo podobne, glede ak-zaporedja 
pa imajo 24–39-odstotno identičnost. Cinkova prsta tvorijo močno ohranjeni cisteinski in 
histidniski ostanki (slika 1.2)8. Celotna struktura proteina FHL2 ni znana, znane pa so 
strukture vseh štirih in pol domen LIM, ki so bile določene z NMR (PDB ID: 2MIU, 1X4K, 
2D8Z, 1X4L).  
 
Slika 1.2: Struktura domene LIM 2 (A) in shematski prikaz strukture proteina FHL2 s trakovi in orisom 
proteinske površine (B). Ohranjeni cisteinski ostanki so prikazani z rumeno barvo, histidinski ostanki pa z 
modro barvo. S sivima kroglicama sta predstavljena cinkova iona. Strukture posameznih LIM domen so 
prikazane s trakovi in z orisom proteinske površine (PDB ID: 2MIU (LIM0-1), 1X4K (LIM2), 2D8Z (LIM3) in 
1X4L (LIM4)). Neurejene regije med domenami LIM so prikazane shematsko. 
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1.2.2 Vloga FHL2 v celici 
Čeprav so cinkovi prsti pogosto asociirani s transkripcijskimi faktorji in vezavo na nukleinske 
kisline, so le-ti pri domeni LIM potrebni za tvorbo interakcij s proteini7. Proteini, ki vsebujejo 
to domeno, se namreč lahko povezujejo z aktinskim citoskeletom, delujejo kot prenašalci 
molekul na relaciji citplazma-jedro, z vezavo na transkripcijske faktorje pa sodelujejo pri 
regulaciji transkripcijske aktivnosti. Glede na navedene funkcije imajo omenjeni proteini v 
celici vlogo ogrodnih oz. adapterskih proteinov, ki sodelujejo pri nastanku večproteinskih 
kompleksov9. 
Protein FHL2 se nahaja tako v citoplazmi kot v celičnem jedru in specifično interagira z več 
kot 50 različnimi proteini4. Širok spekter interakcijskih partnerjev je posledica fleksibilnosti 
neurejenih linkerskih regij med domenami LIM8. Večina interakcijskih partnerjev je del 
raznih signalnih poti, ki regulirajo celične procese, kot so proliferacija, diferenciacija, 
apoptoza itd4. Zaradi sodelovanja v toliko različnih signalnih poteh, ki vplivajo na 
proliferacijo celic, se ga pogosto omenja v povezavi z rakavimi obolenji. Deluje lahko namreč 
kot onkoprotein in tudi kot tumor supresorski protein, odvisno od vrste signalne poti10.  
V nadaljevanju je podrobneje opisanih nekaj signalnih poti, pri katerih sodeluje FHL2. Poleg 
omenjenih poti lahko FHL2 neposredno regulira delovanje transkripcijskih faktorjev, kot so 
androgeni receptor11, BRCA112, AP-113, CREB6 in WT-114, kjer deluje kot koaktivator, pri 
ERK215, FOXO116, Nur7717 in E4F118, pa deluje kot korepresor. Povezuje se tudi z integrini, 
titinom, aktinom, presenilinom-2 in ostalimi proteini, ki prav tako vplivajo na pravilno 
delovanje celice, saj sodelujejo pri migraciji celice, metabolizmu, diferenciaciji in ostalih 
celičnih procesih19.  
 
1.2.2.1 Vloga FHL2 v signalni poti TGF-β 
V signalni poti TGF-β FHL2 deluje kot pozitivni regulator in tako pripomore k inhibiciji 
celične rasti, ki jo povzročita povišano izražanje tumor supresorskega proteina p21 in znižano 
prepisovanje onkogena c-myc20. FHL2 v signalni poti interagira s proteini Smad21 in ubikvitin 
ligazo E3 Arkadio (slika 1.3)20.  
Signalna pot TGF-β se sproži z vezavo liganda TGF-β na dimerni receptor TGF-βR tipa II, ki 
nato fosforilira receptor tipa I. Oba tipa receptorjev spadata med Ser/Thr kinazne receptorje. 
Receptor tipa I fosforilira proteina Smad 2 in 3, ki po asociaciji s Smad4 preideta v jedro, kjer 
skupaj sprožijo prepisovanje tarčnih genov, ki imajo antiproliferativen učinek. Med tarčnimi 
geni je tudi Smad7, ki z negativno povratno zvezo regulira signalno pot TGF-β3. 
V signalni poti FHL2 deluje kot ogrodni protein za kompleks Smad2-4. Olajša fosforilacijo 
Smad2 in Smad3 ter sodeluje pri njuni vezavi s Smad4 v večproteinski kompleks, ki se nato 
skupaj prenese v jedro21. Prav tako se v tej signalni poti veže na ubikvitinazo Arkadio, ki 
ubikvitinira Smad7 in s tem prepreči negativno povratno zvezo. Ubikvitinira tudi represorja 
Ski in SnoN ter na ta način omogoči prepisovanje tarčnih genov. FHL2 z vezavo nanjo 
prepreči njeno lastno ubikvitinacijo, s tem poveča njeno stabilnost in posledično pripomore k 





Slika 1.3: Shematski prikaz aktivirane signalne poti TGF-β. TGF-β in receptorja TGF-β (TβR I in II) so 
prikazani kot oris proteinske površine (PDB ID: 1KLC, 2L5S, 1IAS, 1KTZ, 5E8V), medtem ko so ostali 
proteini, ki sodelujejo v signalni poti, prikazani shematsko. 
 
1.2.2.2 Vloga FHL2 v signalni poti NF-κB 
FHL2 lahko na signalno pot NF-κB deluje kot pozitivni ali negativni regulator, odvisno od 
vrste celice22.  
Eden izmed procesov, ki poteka po signalni poti NF-κB, je diferenciacija makrofagnih oz. 
monocitnih prekurzorjev v osteoklaste, ki razgrajujejo kostnino (slika 1.4). Osteoklastogenezo 
sproži ligand RANKL z vezavo na receptor RANK, katerega citoplazemska domena je 
povezana s proteini TRAF. To so sekundarni sporočevalci, ki prenesejo signal od 
transmembranskega receptorja do efektorskih molekul. Za diferenciacijo v osteoklaste je med 
proteini TRAF najbolj ključen TRAF6. Ta aktivira protein kinazo IKK, ki fosforilira inhibitor 
κB (IκB), ki je vezan na transkripcijski kompleks NF-κB in mu preprečuje vstop v jedro ter 
transkripcijsko aktivnost. Fosforilacija povzroči odcep in kasnejšo razgradnjo IκB. NF-κB po 
odcepitvi IκB lahko migrira v jedro in sproži prepisovanje tarčnih genov za diferenciacijo 
celice v osteoklast3.  
FHL2 preprečuje tvorbo osteoklastov. Z vezavo na TRAF6 onemogoči njegovo vezavo na 


























Slika 1.4: Shematski prikaz signalne poti NF-κB pri osteoklastogenezi. Kompleks RANKL-RANK 
(zunajcelični del) je prikazan kot oris proteinske površine (PDB ID: 5BNQ), znotrajcelični del receptorja pa je 
prikazan shematsko. Prav tako so shematsko prikazani ostali proteini v signalni poti.  
FHL2 regulira signalno pot NF-κB tudi v mišičnih celicah, kjer z aktivacijo te signalne poti 
povzroči nastajanje IL-6, in jetrnih celicah, kjer kot pozitivni regulator signalne poti NF-κB 
povzroči proliferacijo hepatocit22. 
 
1.2.2.3 Vloga FHL2 v signalni poti Wnt 
FHL2 deluje kot koaktivator pri kanonični signalni poti Wnt. Ta signalna pot je odgovorna za 
prepisovanje genov, kot sta c-myc in ciklin D1, ki sprožita proliferacijo celic in sodelujeta pri 
razvojnih procesih celic ter kancerogenezi24. Sprožijo jo ekstracelularni glikoproteini iz 
družine Wnt. 
Osrednji efektor pri kanonični signalni poti Wnt je β-katenin, ki se nahaja v citoplazmi. V 
stanju mirovanja, ko na receptor ni vezanih signalnih molekul Wnt, se β-katenin v citoplazmi 
stalno razgrajuje v proteasomu zaradi fosforilacije z GSK-3β, kateri sledita ubikvitinacija in 
razgradnja. Ob sprožitvi signalne poti, se β-katenin v citoplazmi nakopiči, saj se zaradi 
inaktivacije GSK-3β ne razgrajuje več. Posledično se prenese v jedro, kjer se s pomočjo 
faktorjev TCF/LEF veže na DNA in sproži prepisovanje tarčnih genov (slika 1.5)3.  
FHL2 ima pri signalni poti Wnt vlogo koaktivatorja. Deluje kot adapterski protein, ki 
stabilizira interakcije med β-kateninom in CBP/p300. Slednji acetilira β-katenin in histone ter 



















Slika 1.5: Shematski prikaz aktivirane signalne poti Wnt. Wnt in zunajcelični del Wnt receptorja sta 
prikazana v kompleksu kot oris proteinske površine (PDB ID: 6AHY). Preostali del receptorja je prikazan 
shematsko, tako kot ostali proteini v signalni poti. FHL2 v tej signalni poti deluje kot ogrodni protein, ki se 
povezuje z β-kateninom in CBP/p300 ter stabilizira njuno vezavo. 
FHL2 kot ogrodni oz. adapterski protein povezuje različne signalne molekule in signalne poti 
med seboj. Ta lastnost je opazna tudi na primeru signaliziranja preko molekule EpCAM, ki se 
na račun adapterske vloge FHL2 združi s proteini signalne poti Wnt in tako tvori kompleks 
EpIC-FHL2-β-katenin25. 
 
1.2.2.3.1 Kompleks EpIC-FHL2-β-katenin 
EpCAM je transmembranski glikoprotein, ki se povišano izraža pri številnih karcinomih, kjer 
sodeluje pri procesih proliferacije, migracije in metastaziranja rakavih celic26. Signaliziranje 
molekule EpCAM, ki sproži te procese, poteka preko različnih signalnih poti, med njimi tudi 
preko signalne poti Wnt25. 
Signaliziranje se aktivira z regulirano intramembransko proteolizo (RIP), ki je sestavljena iz 
dveh proteolitičnih cepitev. V prvem koraku metaloproteaza TACE odcepi zunajcelični del 
EpCAM (EpEX), nato pa proteaza presenilin-2, ki je del γ-sekretaze, odcepi še znotrajcelični 
del (EpIC)25. 
EpIC po odcepitvi tvori večproteinski kompleks s proteinoma FHL2 in β-katenin, s katerima 
se prenese v jedro, kjer se vežejo na transkripcijski faktor Lef-1 in sproži prepisovanje genov, 



























Slika 1.6: Celično signaliziranje preko molekule EpCAM. EpEX po odcepitvi tvori interakcije z receptorjem 
epidermalnega rastnega faktorja (EGFR)29. EpCAM je na shemi prikazan kot oris proteinske površine (vir 
strukture: Aljaž Gaber30). Prav tako je z orisom proteinske površine predstavljen β-katenin (PDB ID: 2Z6H). 
FHL2 in Lef-1 sta prikazana shematsko. Prirejeno po30. 
Vlogi FHL2 in β-katenina se na ta način med seboj dopolnjujeta, saj β-katenin predstavlja 
stabilno platformo, na katero se FHL2 veže, medtem ko FHL2 kot adapter povezuje β-katenin 
z ostalimi proteini oz. stabilizira njihovo vezavo z β-kateninom. Iz tega lahko zaključimo, da 
je β-katenin pomemben vezavni partner proteina FHL2. 
1.3 β-katenin 
1.3.1 Struktura β-katenina 
β-katenin je 85,4 kDa velik protein, ki ga sestavlja 781 aminokislin. Aminokislinski ostanki 
138–664 tvorijo 12 ponovitev armadillo, ki predstavljajo osrednji del proteina (slike 1.7), 
kamor se veže večina interakcijskih partnerjev β-katenina31. Armadillo ponovitev je 
sestavljena iz 40 aminokislinskih ostankov, ki tvorijo tri α-vijačnice (slika 1.7). N-končna 
domena β-katenina je intrinzično neurejena, vendar je kljub temu pomembna za regulacijo 
njegove razgradnje. Del aminokislinskih ostankov na C-končni domeni, tvori t.i. C-vijačnico, 

















Slika 1.7: Struktura β-katenina, predstavljena v prikazu mavrice. Valji predstavljajo α-vijačnice, zaporedne 
številke pa označujejo posamezne ponovitve armadillo. Povečano je predstavljena tretja armadillo ponovitev. 
Končni neurejeni regiji sta prikazani shematsko. PDB ID: 2Z6H. Prirejeno po32. 
 
1.3.2 Vloga β-katenina v celici 
β-katenin ima pomembno strukturno vlogo v epitelijskem oz. endotelijskem tkivu. Sodeluje 
namreč v adherentnih medceličnih stikih, kjer povezuje znotrajcelični del E-kadherina z α-
kateninom, ta pa je povezan z aktinskimi filamenti citoskeleta (slika 1.8)33. 
 
Slika 1.8: Shematski prikaz adherentnega stika med epitelijskima celicama. Zunajcelični del E-kadherina je 
sestavljen iz 5 domen (EC 1-5) in je predstavljen z orisom proteinske površine (PDB ID: 1L3W). β-katenin, ki 
sodeluje pri tvorbi adherentnega stika z vezavo na znotrajcelični del E-kadherina in α-katenin, je na shemi 
prikazan s trakovi in prosojnim orisom proteinske površine v kompleksu z znotrajceličnim delom E-kadherina 
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Kot je bilo že omenjeno, ima β-katenin osrednjo vlogo pri signalni poti Wnt. Kot adapterski 
protein v tej signalni poti sodeluje tudi FHL2, ki je edini iz družine proteinov s štiri in pol 
domenami LIM, ki tvori interakcije z β-kateninom34. Povezuje ga z različnimi proteini, med 
njimi tudi z znotrajceličnim delom molekule EpCAM (1.2.2.3.1).  
Ker je signalna pot Wnt povezana s proliferacijo celic in kancerogenezo, so kompleksi, ki jih 
FHL2 tvori z β-kateninom in ostalimi proteini v tej signalni poti, potencialna tarča za 
zdravljenje rakavih obolenj. Določitev struktur in mehanizmov nastanka teh kompleksov bi 
tako močno pripomogla k razvoju novih metod za zdravljenje karcinomov. 
Eden izmed takih kompleksov je tudi EpIC-FHL2-β-katenin, ki nastane pri celičnem 
signaliziranju preko molekule EpCAM in čigar struktura še ni znana. Za preučevanje 
interakcijskih in strukturnih lastnosti kompleksa EpIC-FHL2-β-katenin je potrebno pripraviti 
rekombinantni protein FHL2 v zadostnih količinah, kar pa je zaradi lastnosti proteina 
zahtevna naloga.  
1.4 Priprava rekombinantnega proteina FHL2 
Protein FHL2 je zaradi sodelovanja v različnih signalnih poteh predmet mnogih raziskav, pri 
katerih je bilo opisano uspešno izražanje topne oblike omenjenega proteina v insektnih9,35,24 in 
bakterijskih celicah36. Opisana je bila tudi uspešna izolacija rekombinantnega proteina FHL2 
iz inkluzijskih telesc po izražanju v bakterijskih celicah37.  
Rezultati raziskovalnih del v našem laboratoriju (Klara Kuret32 in Matej Hvalec, FKKT) so 
pokazali, da je izražanje topne oblike rekombinantnega proteina FHL2 v insektnih in 
bakterijskih celicah neučinkovito, saj so količine pridobljenega proteina premajhne.  
Za pridobitev ustreznih količin rekombinantnega proteina FHL2 se tako odpirata dve 
možnosti: izolacija FHL2 iz inkluzijskih telesc po izražanju v bakterijskih celicah in hkratno 
izražanje z vezavnim partnerjem proteina FHL2, kot je na primer β-katenin, saj je to stabilen 
protein, ki deluje kot ogrodje, na katerega se veže FHL2. Koekspresija se je namreč že 
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2 NAMEN DELA 
Namen diplomskega dela je bil pripraviti zadostne količine rekombinantnega proteina FHL2 v 
topni obliki, da bi lahko preučevali interakcijske in strukturne lastnosti kompleksov, ki jih 
FHL2 tvori s proteini signalne poti Wnt. To bi omogočilo boljše razumevanje mehanizma 
tvorbe teh kompleksov in bi pripomoglo k razvoju novih metod za zdravljenje karcinomov, ki 
nastanejo preko te signalne poti. Kompleks EpIC-FHL2-β-katenin je eden izmed kompleksov, 
ki se pojavlja v rakavih epitelijskih celicah in se tvori pri signaliziranju preko molekule 
EpCAM. 
Zaradi težav z izražanjem rekombinantnega proteina FHL2 po že objavljenih metodah smo 
želeli pripraviti postopek, ki bi omogočal rutinsko pripravo omenjenega proteina v zadostnih 
količinah iz bakterijskih celic. To smo poskušali doseči z izolacijo rekombinantnega proteina 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.1.1.1 Plazmidni vektor pET-32b+ 
Za koekspresijo rekombinantnega proteina FHL2 z β-kateninom v bakterijskih celicah smo 
zapisa za oba proteina vstavili v plazmid pET-32b(+) (slika 3.1).  
 
Slika 3.1: Vektorska karta plazmida pET-32b(+). Značilnosti plazmida: f1 ori – mesto začetka podvojevanja 
iz bakteriofaga f1, AmpR – gen za rezistenco proti ampicilinu, ori – mesto začetka podvojevanja plazmida 
ColE1, rop – zapis za Rop protein, lacI – gen za lac repesor, T7 promotor in terminator – promotor in terminator 
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3.1.1.2 Izhodiščna DNA za pripravo rekombinantnega proteina FHL2 
Kot izhodiščni material smo za pripravo rekombinantnega proteina FHL2 v bakterijskih 
celicah vzeli vektor hGSTtFHL2 (pripravil Matej Hvalec, FKKT), kjer je zapis za človeški 
FHL2 (s heksahistidinsko oznako, GST in mestom za cepitev s proteazo TEV na N-koncu) 
vstavljen v plazmid pET-32b(+). 
 
Slika 3.2: Vektorska karta plazmida hGSTtFHL2 (A) in nukleotidno zaporedje celotnega vstavljenega 
konstrukta za izražanje FHL2 (B). (A) Značilnosti plazmida: f1 ori – mesto začetka podvojevanja iz 
bakteriofaga f1, AmpR – gen za rezistenco proti ampicilinu, ori – mesto začetka podvojevanja plazmida ColE1, 
rop – zapis za Rop protein, lacI – gen za lac repesor, T7 promotor in terminator – promotor in terminator za 
RNA polimerazo iz T7 bakteriofaga, MCS – poliklonirno mesto. (B) Z rdečo je označeno zaporedje 
heksahistidinske oznake, z zeleno zaporedje, ki zapisuje za GST, z rumeno mesto za cepitev s proteazo TEV, z 
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3.1.1.3 Izhodiščna DNA za pripravo rekombinantnega β-katenina 
Za pripravo rekombinantnega β-katenina (s heksahistidinsko oznako, mestom za cepitev s 
trombinom, T7 epitopsko oznako in mestom za cepitev s proteazo TEV na N-koncu) smo kot 
izhodiščni material vzeli vektor HIS-TEV-β-katenin (pripravila Klara Kuret, FKKT32), kjer je 
zapis za človeški β-katenin vstavljen v vektor pET-28b(+) (slika 3.3). 
 
Slika 3.3: Vektorska karta plazmida HIS-TEV-β-katenin (A) in nukleotidno zaporedje celotnega 
vstavljenega konstrukta za izražanje β-katenina (B). (A) Značilnosti plazmida: f1 ori – mesto začetka 
podvojevanja iz bakteriofaga f1, KanR – gen za rezistenco proti kanamicinu, ori – mesto začetka podvojevanja 
plazmida ColE1, rop – zapis za Rop protein, lacI – gen za lac repesor, T7 promotor in terminator – promotor in 
terminator za RNA polimerazo iz T7 bakteriofaga, MCS – poliklonirno mesto. (B) Z rdečo je označeno 
zaporedje heksahistidinske oznake, s sivo mesto za cepitev s trombin proteazo, z rjavo T7 epitopska oznaka, z 
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3.1.1.4 Začetni oligonukleotidi 
Za izvedbo koekspresije je bilo potrebno zapisa za FHL2 in β-katenin vnesti na isti vektor. Pri 
različnih zapisih smo uvedli različne modifikacije na N-koncu, ki omogočijo lažje čiščenje 
(heksahistidinska oznaka) in ločitev tarčnega proteina (mesto za cepitev proteaze TEV) ter 
pomagajo pri pravilnem zvijanju proteina (GST). Za pridobitev želenih konstruktov smo 
uporabili začetne oligonukleotide, ki so navedeni v tabeli 3.1. 
Tabela 3.1: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za pripravo želenih 
konstruktov.  































Za metodo PCR na osnovi kolonije, s katero smo želeli preveriti uspešnost metode SLiCE, 
smo uporabili začetne oligonukleotide navedene v tabeli 3.2. 
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Tabela 3.2: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri metodi PCR na osnovi kolonije. 
Oznaka Zaporedje (5'- proti 3'-koncu) 
smerni oligonukleotidi 
T7 promotor  TAATACGACTCACTATAGGG 
protismerni oligonukleotidi 
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
 
3.1.1.5 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Poleg klasične metode verižne reakcije s polimerazo (PCR), pri kateri smo uporabljali 
polimerazo Phusion, smo izvajali še PCR na osnovi kolonije, pri katerem pa smo uporabljali 
polimerazo Taq (tabela 3.3). Za izvedbo PCR smo uporabljali napravo Veriti® 96-Well 
Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA).  
Tabela 3.3: Materiali, ki smo jih uporabljali pri izvajanju PCR. 
Metoda Komponente 
klasičen PCR 
polimeraza Phusion (2 U/µL) (Thermo Scientific, ZDA), 
5× pufer Phusion GC (Thermo Scientific, ZDA), 
10 mM mešanica dNTP (Fermentas, Latvija) 
PCR na osnovi 
kolonije 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, ZDA) 
 
 
3.1.1.6 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Za izvedbo AGE smo uporabljali aparature, materiale in velikostne standarde zbrane v tabeli 
3.4. 
Tabela 3.4: Aparature, materiali in velikostni standardi uporabljeni pri AGE. 
Aparature 
elektroforezne kadičke različnih velikosti iz linije produktov Owl Separation Systems (Thermo Scientific, 
ZDA) 
MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Izrael) 
Materiali 
agaroza (Sigma Aldrich, ZDA) 
pufer TAE (40 mM Tris, pH 8,0, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA) 
etidijev bromid (Sigma Aldrich, ZDA) 
6× nanašalni pufer (0,25-odstotno (w/v) bromfenol modro, 0,25-odstotni (w/v) ksilencianol, 15-odstotni 
(w/v) fikol tip 4000, 120 mM EDTA) 
Velikostni standardi 
GeneRuler 100 bp Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
GeneRuler 1 kbp Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
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3.1.1.7 Restrikcija in ligacija DNA 
Za restrikcijo smo uporabljali restriktaze, ki so navedene v tabeli 3.5. 
Tabela 3.5: Uporabljene restriktaze in njihova prepoznavna zaporedja z označenimi mesti 
rezanja. 
Restriktaza 
Prepoznavno zaporedje z označenim mestom 
cepitve  
PagI (Thermo Fischer, ZDA) 
5' – T↓CATGA – 3' 
3' – AGTAC↓T – 5' 
SalI (Thermo Fischer, ZDA) 
5' – GAGCT↓C – 3' 
3' – C↓TCGAG – 5' 
NdeI (Thermo Fischer, ZDA) 
5' – CA↓TATG – 3' 
3' – GTAT↓AC – 5' 
NotI (Thermo Fischer, ZDA) 
5' – GC↓GGCCGC – 3' 
3' – CGCCGG↓CG – 5' 
 
Za ligacijo smo uporabili DNA-ligazo bakteriofaga T4 (Thermo Scientific, ZDA). Pri 
restrikciji in ligaciji smo uporabljali pufre, ki so jih priložili proizvajalci. 
3.1.1.8 Metoda SLiCE 
Za izvedbo metode SLiCE smo uporabili ekstrakt celic E. coli PPY (pripravil dr. Aljaž Gaber, 
FKKT), 10× pufer SLiCE (500 mM Tris, pH 7,5, 100 mM MgCl2, 10 mM ATP, 10 mM 
DTT), ustrezen lineariziran vektor ter ustrezen vključek DNA. 
3.1.1.9 Kompleti reagentov 
Pri delu smo uporabljali dva kompleta reagentov: GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Scientific, ZDA) za izolacijo plazmidne DNA iz prekonočnih kultur bakterijskih celic in 
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, ZDA) za izolacijo DNA iz agaroznega gela. 
 
3.1.2 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami 
3.1.2.1 Bakterijske celične linije 
Za izražanje rekombinantnega proteina FHL2, β-katenina in koekspresijo smo uporabljali 
bakterijski sev E. coli BL21[DE3].  
Genotip seva E. coli BL21[DE3]: fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS 
λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 
To je ekspresijski bakterijski sev, ki vsebuje ekspresijski sistem T7, ki nam omogoča, da 
proteine izražamo nadzorovano in v zadostnih količinah.  
Po metodi SLiCE smo plazmide namnožili v bakterijskem sevu E. coli DH5α. 
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Genotip seva E. coli DH5α: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 
(rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1  
Sev smo uporabljali za pripravo in pomnoževanje plazmidov, saj vsebuje mutacijo v recA 
genu in zato je onemogočen proces homologne rekombinacije, kar poveča stabilnost vključka.  
3.1.2.2 Gojišča za bakterijske celice 
Trdna in tekoča gojišča za gojenje bakterijskih celic smo pripravili iz osnovnega gojišča 
Luria-Bertani (LB), kateremu smo dodali ustrezno količino antibiotika, da smo na ta način 
dobili selekcijsko gojišče (tabela 3.6). 
Sestava tekočega gojišča LB: 10 g kazeinskega hidrolizata, 5 g kvasnega ekstrakta in 10 g 
NaCl je raztopljeno v 1 L vode, pH je uravnan na 8. Sestava trdnega gojišča LB je enaka 
sestavi tekočega, le da k 1 L gojišča pred avtoklaviranjem dodamo še 20 g agarja. 
  
Tabela 3.6: Sestava uporabljenih selekcijskih gojišč na osnovi gojišča LB. 
Selekcijsko gojišče Končne koncentracije dodatnih komponent 
LB A (trdno in tekoče) 100 μg/ml amplicilin 
LB CK (trdno in tekoče) 34 μg/ml kloramfenikol, 25 μg/ml kanamicin 
LB AK (trdno in tekoče) 100 μg/ml amplicilin, 25 μg/ml kanamicin 
 
3.1.3 Materiali pri delu s proteini 
3.1.3.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS  
Aparatura: sistem za enodimenzionalno elektroforezo Mini Gel Tank (Invitrogen, ZDA). 
Za analizo proteinskih vzorcev smo uporabljali ločitveni gel z 12,5-odstotno zamreženostjo in 
koncentracijski gel s 5-odstotno zamreženostjo. Sestava obeh gelov je opisana v tabeli 3.7. 
 







dH2O 2,99 ml 4,31 ml 
4× ločevalni pufer (1,5 M Tris, pH 8,8) 1,75 ml / 
4× koncentracijski pufer (0,5 M Tris, pH 6,8) / 1,75 ml 
40-odstotni (w/v) akrilamid-bisakrilamid 2,19 ml 0,875 ml 
10-odstotni (w/v) NaDS 70 µl 70 µl 
TEMED 10,5 µl 10,5 µl 
10-odstotni (w/v) APS 21 µl 21 µl 
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Za pripravo proteinskih vzorcev smo uporabili 4× NaDS-nanašalni pufer z reducentom (200 
mM Tris, pH 6,8, 8-odstotni (w/v) NaDS, 40-odstotni (v/v) glicerol, 0,04-odstotno (w/v) 
bromfenol modro, 4-odstotni (v/v) β-merkaptoetanol). Za elektroforezni pufer smo uporabili 
pufer NaDS (25 mM Tris, pH 8,3, 192 mM glicin, 0,1-odstotni (w/v) NaDS). 
Pri analizi velikosti vzorcev smo uporabljali velikostno lestvico Unstained Protein Molecular 
Weight Marker (Thermo Scientific, ZDA) 
Proteine smo po analizi z NaDS-PAGE na gelu detektirali z barvilom Coomassie Brilliant 
Blue R250 s tehniko hitrega barvanja, pri tem pa uporabili raztopino A (60-odstotni (v/v) 
metanol, 10-odstotna (v/v) ocetna kislina, 0,25-odstotno (w/v) barvilo Coomassie Brilliant 
Blue R250) in raztopino B (5-odstotni (v/v) etanol, 7-odstotna (v/v) ocetna kislina). 
3.1.3.2 Materiali pri izolaciji in čiščenju proteinov 
Nikljevo afinitetno kromatografijo smo izvajali na dve različnih črpalkah. Pri ÄKTA FPLC 
(Amersham Biosciences) smo za čiščenje uporabljali 5 mililitrske kolone, pri črpalki FH30 
(Thermo Scientific) pa smo čiščenje izvajali na 1 militrski koloni. 
Material, ki smo ga uporabljali za izolacijo in čiščenje proteinov, je naveden v tabeli 3.8. 
 
Tabela 3.8: Material, ki smo ga uporabljali za nikljevo afinitetno kromatografijo, dializo, 
filtracijo in koncentriranje. 
Material Namen Proizvajalec 
Complete His-Tag Purification Column – 1 in 
5 ml 
nikljeva afinitetna kromatografija Roche, Švica 
celulozna dializna membrano z izključitveno 
molekulsko maso 14 kDa 
dializa Sigma Aldrich, ZDA 
filter Minisart NML s celulozno acetatno 
membrano (premer por 0,45 µm) 
filtracija vzorcev po dializi Sartorius, Nemčija 
filtri za centrifugiranje Amicon Ultra 
(izključitvena molekulska masa 10 kDa) 
koncentriranje vzorcev Merck, ZDA 
 
Za nikljevo afinitetno kromatografijo in dializo smo uporabljali različne pufre, ki so navedeni 
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Tabela 3.9: Pufri, ki smo jih uporabljali pri nikljevi afinitetni kromatografiji in dializi za 
izolacijo ter čiščenje različnih produktov. 
Pufer Sestava 
pufri za pripravo proteaze TEV 
lizni pufer TEV 50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl 
vezavni pufer TEV 50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl, 20-odstotni glicerol 
elucijski pufer TEV 50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl, 20-odstotni glicerol, 500 mM imidazol 
dializni pufer TEV 50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl 
pufri za pripravo proteina FHL2 iz inkluzijskih telesc 
pufer R  20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 20-odstotna (w/v) saharoza 
pufer P 1×PBS, pH 7,4 
pufer W1 1×PBS, pH 7,4, 25-odstotna (w/v) saharoza, 1-odstotni (v/v) Triton X-100 
pufer S1 50 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 8 M urea, 20 mM β-merkaptoetanol 
pufer RF1 50 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 20 mM β-merkaptoetanol 
pufer E1 50 mM Tris-HCl, pH 8, 100 mM NaCl, 20 mM β-merkaptoetanol, 500 mM imidazol 
pufer D1 50 mM Tris-HCl, pH 8, 100 mM NaCl, 2 mM β-merkaptoetanol 
pufer W2 1×PBS, 1-odstotni (v/v) Triton X-100 
pufer S2 1×PBS, 1-odstotni (v/v) Triton X-100, 8 M urea, 20 mM β-merkaptoetanol 
pufer RF2 50 mM Tris-HCl, pH 8, 50 mM NaCl, 20 mM β-merkaptoetanol, 100 µl ZnCl2 
pufer B2 50 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 20 mM β-merkaptoetanol, 100 µl ZnCl2 
pufer E2 
50 mM Tris-HCl, pH 8 100 mM NaCl, 20 mM β-merkaptoetanol, 100 µl ZnCl2, 500 
mM imidazol 
pufer D2 50 mM Tris-HCl, pH 8, 100 mM NaCl, 2 mM β-merkaptoetanol, 100 µl ZnCl2 
pufer W3 20 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 2 M urea, 2-odstotni (v/v) Triton X-100 
pufer S3 
20 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 5 mM β-merkaptoetanol, 6 M gvanidinijev 
hidroklorid 
pufer RF3 20 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 5 mM β-merkaptoetanol 
pufer E3 20 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM NaCl, 5 mM β-merkaptoetanol, 500 mM imidazol 
pufri pri koekspresiji FHL2 in β-katenina 
lizni pufer Fβ 1× PBS 
vezavni pufer Fβ 20 mM Tris-HCl, pH 8, 50 mM NaCl 
 
 
Slika 3.4: Shema uporabljenih pufrov pri različnih poskusih izolacije FHL2 iz inkluzijskih telesc.  
renaturacija ob prisotnosti cinkaPufri za pripravo proteina 






Pufer za spiranje: pufer W1
Pufer za raztapljanje: pufer S1
Pufer za renaturacijo: pufer RF1
Elucijski pufer: pufer E1
Dializni pufer: pufer D1
raztapljanje v GdnHCl
Pufer za spiranje: pufer W2
Pufer za raztapljanje: pufer S2
Pufer za renaturacijo: pufer RF2
Vezavni pufer: pufer B2
Elucijski pufer: pufer E2
Dializni pufer: pufer D2
Pufer za spiranje: pufer W3
Pufer za raztapljanje: pufer S3
Pufer za renaturacijo: pufer RF3
Elucijski pufer: pufer E3
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3.1.4 Ostala pomembnejša oprema 
Pri delu smo uporabljali naprave, ki so podane v tabeli 3.10. 
Tabela 3.10: Pomembnejša laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri delu. 
Naprava Proizvajalec 
centrifuga 
MiniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5810 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5702 R Eppendorf, Nemčija 
Sorval RC6+ Thermo Scientific, ZDA 
aparatura za odparevanje topila MiVac Duo Concentrator Genevac, Anglija 
inkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific, ZDA 
stresalnik GyroTwister 3-D Shaker Labnet, ZDA 
termoblok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
sterilna komora odsesovalna komora M13 Iskra PIO, Slovenija 
laboratorijski vir napetosti 
Electrophoresis power supply Amersham Biosciences, ZDA 
Bio Rad model 500 Bio Rad, ZDA 
magnetno mešalo 
FB15045 Fisher Scientific 
Rotamix 550 M Tehtnica, Slovenija 
pH-meter Seveneasy Mettler Toledo, Švica/ZDA 
sonifikator Labsonic 2000 B. Braun, Nemčija 
spektrofotometer Nanodrop 2000c  Thermo Scientific, ZDA 
tehtnica 
XA 60/220/X RADWAG, Poljska 
WLC2/A2 RADWAG, Poljska 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Delo z nukleinskimi kislinami 
3.2.1.1 Izolacija plazmidne DNA 
Za izolacijo plazmidne DNA iz prekonočnih bakterijskih kultur smo uporabljali komplet 
reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, ZDA). Pri izolaciji smo sledili 
postopku, ki je bil priložen kompletu reagentov s strani proizvajalca. Princip izolacije 
plazmidne DNA temelji na alkalni lizi celic, kateri sledi dodatek kalijevega acetata, ki 
omogoči renaturacijo plazmidne DNA. Ta se zato po centrifugiranju, za razliko od 
kromosomske DNA, nahaja v topni frakciji. Kalijev acetat prav tako ustvari primerne pogoje 
za adsorpcijo plazmidne DNA na silikatni nosilec. 
Po izolaciji plazmidne DNA smo njeno koncentracijo izmerili z merjenjem absorbance pri 
valovni dolžini 260 nm in jo shranili pri -20 °C do nadaljne uporabe. 
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3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR)  
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, pri kateri želimo pridobiti določen konstrukt 
na osnovi matrične DNA. Temelji na treh korakih, ki predstavljajo en cikel. Prvi korak je 
denaturacija matrične DNA, kjer pri visoki temperaturi iz dvoverižne DNA nastaneta dve 
enoverižni DNA. Nato sledi faza prileganja začetnih oligonukleotidov, ki se vežejo na 
komplementarni del enoverižne DNA. Temu sledi podaljševanje začetnih oligonukleotidov s 
termostabilno DNA-polimerazo. Na koncu na ta način pridobimo zadostno količino željenega 
konstrukta, saj se število nastalih konstruktov z vsakim ciklom eksponentno povečuje. 
Uporabljali smo dve metodi PCR: eno za pripravo matric in vključkov, pri kateri smo 
uporabljali polimerazo Phusion, saj ta vsebuje aktivnost kontrolnega branja, in drugo metodo, 
imenovano PCR na osnovi kolonije, ki smo jo uporabljali za dokazovanje uspešnosti metode 
SliCE. Ta metoda se izvaja s polimerazo Taq, ki nima aktivnosti kontrolnega branja in jo zato 
uporabljamo zgolj za analizo pravilne vstavitve vključkov. 
3.2.1.2.1 PCR za pripravo matrice in vključkov 
Običajno konstruktov ni možno pridobiti že v prvem krogu, zato PCR izvajamo v več korakih 
(slika 3.5). Ko izvajamo zadnji krog, so količine dodanih komponent in končni volumen večji, 
saj želimo pridobiti čimveč produkta. Volumni komponent za reakcijsko mešanico za PCR za 
pripravo matric in instertov so podani v tabeli 3.11.  
Tabela 3.11: Sestava reakcijske mešanice za PCR za pripravo matric in vključkov. Navedene so 
količine, ki se uporabljajo za prvi in zadnji krog PCR. V primeru, ko je potrebno v reakcijsko 
mešanico dodati dve matrični DNA, se volumen dH2O ustrezno zniža za 1 µl. 
Komponenta Količina (1. krog) Količina (zadnji krog) 
5× pufer GC 4 µl 10 µl 
dNTP (2,5 mM) 1,6 µl 4 µl 
matrična DNA 1 µl 1 µl 
smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 µl 2,5 µl 
protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 µl 2,5 µl 
dH2O 11,2 29,5 µl 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,2 µl 0,5 µl 
skupni volumen 20 µl 50 µl 
 
Verižno reakcijo s polimerazo za pripravo matric in vključkov smo izvedli po shemi, ki je 
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Tabela 3.12: Temperaturni program za pripravo matrice in vključkov. 
Korak Temperatura Čas 
začetna denaturacija 98 °C 30 s 
35 ciklov 
denaturacija 98 °C 60 s 
prileganje 50-72 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 30 s/kbp 
končno podaljševanje 72 °C 7 min 
ohlajanje 4 °C ∞ 
 
Načrt reakcij PCR za pripravo posameznega konstrukta je prikazan v tabeli 3.13. Konstrukte 
smo pripravili v več krogih PCR, kakor je shematsko prikazano na sliki 3.5. Temperaturo 
prileganja začetnih oligonukleotidov smo izračunali z orodjem za izračun Tm na spletni strani 
podjetja Thermo Scientific. Glede na dolžino produktov smo nastavili ustrezen čas 
podaljševanja s polimerazo Phusion, kakor je navedeno v tabeli 3.12. 
 








drugi del zapisaprvi del zapisa
drugi del zapisa
prvi del zapisa
prvi del zapisa drugi del zapisa
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Tabela 3.13: Opis korakov reakcije PCR pri pripravi posameznih vključkov. Pri vsakem 
produktu so navedene uporabljene matrice, začetni oligonukleotidi, temperatura prileganja (Ta) in 
dolžina produkta. Smerni oligonukleotidi imajo na koncu imena oznako -F, protismerni pa -R. 
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Ker smo pri pripravi konstruktov iz tabele 3.13 dobili nizke izkoristke, smo za pripravo 
končnih vektorjev uporabili drugačen pristop, ki je shematsko predstavljen na sliki 3.6. Načrt 
reakcij za pripravo teh konstruktov je prikazan v tabeli 3.14. 
 
Slika 3.6: Shematski prikaz priprave končnih vektorjev z dvojno metodo SLiCE.  
Tabela 3.14: Opis korakov reakcije PCR pri pripravi posameznih vključkov. Pri vsakem 
produktu so navedene uporabljene matrice, začetni oligonukleotidi, temperatura prileganja (Ta) in 
dolžina produkta. Smerni oligonukleotidi imajo na koncu imena oznako -F, protismerni pa -R. 







































1. Priprava prvega in drugega dela zapisa
prvi del zapisa
2. Vstavitev prvega dela zapisa v rezan vektor
z metodo SLiCE
prvi del zapisa




tabela se nadaljuje na naslednji strani 













67,8 °C 1122 bp 
 
3.2.1.2.2 PCR na osnovi kolonije 
S PCR na osnovi kolonije smo preverili uspešnost metode SLiCE, s katero smo naš vključek 
vstavili v lineariziran vektor. Pri tej metodi v reakcijsko mešanico dodamo bakterijsko 
kolonijo, ki ima vlogo matrične DNA, na katero se prilegata začetna oligonukleotida. Pri PCR 
na osnovi kolonije ne uporabljamo polimeraze Phusion kot pri PCR za pripravo matric in 
vključkov, temveč uporabljamo polimerazo Taq, ki sicer nima aktivnosti kontrolnega branja, 
ampak v tem primeru ta tudi ni potrebna, saj nas zanima le dolžina produkta. 
V našem primeru smo s to metodo preverili, ali sta se konstrukta SLiCE-HIS-β-katenin-SLiCE 
in SLiCE-β-katenin-SLiCE pravilno vključila v plazmid pET-32b(+), ki je bil predhodno rezan 
z restriktazama NdeI in NotI. Za smerni začetni oligonukleotidi smo vzeli oligonukleotid, ki 
se veže na promotorsko regijo T7 na plazmidu, za protismerni začetni oligonukleotid pa smo 
vzeli oligonukleotid, ki se veže na terminatorsko regijo T7 na plazmidu. Iz dolžine dobljenega 
produkta smo nato lahko ugotovili, ali se je naš vključek vstavil v plazmid. 
V tabeli 3.15 je predstavljena reakcijska mešanica, ki smo jo uporabili za metodo PCR na 
osnovi kolonije. 
Tabela 3.15: Reakcijska mešanica za PCR na osnovi kolonije. 
Komponenta Količina 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 5 µl 
smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,5 µl 
protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,5 µl 
bakterijska kolonija 1 kolonija 
dH2O 4 µl 
skupni volumen 10 µl 
 
Osnovna shema, po kateri smo izvajali metodo PCR na osnovi kolonije, je navedena v tabeli 
3.16. V tabeli 3.17 pa so predstavljeni uporabljeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili 
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Tabela 3.16: Temperaturni program za PCR na osnovi kolonije. Čas podaljševanja je daljši kot pri 
PCR za pripravo matric in vključkov, saj Taq polimeraza počasneje sintetizira DNA kot polimeraza 
Phusion. 
 
Tabela 3.17: Uporabljeni začetni oligonukleotidi, temperatura prileganja (Ta) in čas 







analiza uspešnosti SLiCE 
pET-32b(+) T7-promotor-F T7-terminator-R 50 °C 
 
3.2.1.3 Ločitev in analiza DNA z agarozno gelsko elektroforezo (AGE) 
Z agarozno gelsko elektroforezo (AGE) ločimo molekule DNA po velikosti in obliki (krožna, 
linearna, superzvita). Pri tej metodi molekule DNA potujejo skozi zamrežen gel proti 
pozitivnemu naboju, ki ga ustvarimo z zunanjim električnim poljem. Manjše molekule se 
lažje premikajo skozi zamrežen gel in zato potujejo hitreje od večjih molekul. 
Glede na to, kako zamrežen gel za AGE želimo pripraviti, zatehtamo ustrezno količino 
agaroze in jo s segrevanjem raztopimo v ustreznem volumnu 1× TAE pufra. Raztopino nato 
nekoliko ohladimo in ji dodamo še etidijev bromid (3 µl/100 ml raztopine), ki se interkalira v 
dvojno vijačnico DNA in omogoča njeno vizualizacijo pod UV svetlobo. Raztopino vljiemo v 
kadičko, dodamo glavniček, ki omogoča nanos vzorcev, in počakamo, da se gel strdi. Pred 
nanosom vzorcev jim dodamo še 6× nanašalni pufer, poleg tega pa na gel nanesemo tudi 
velikostni standard DNA, ki predstavlja referenco. Gel nato izpostavimo električnemu polju z 
napetostjo 10 V/cm gela, ki povzroči potovanje DNA molekul. 
Z AGE smo analizirali velikost linearnih produktov klasičnega PCR in PCR na osnovi 
kolonije ter produkte po restrikciji in ligaciji. 
3.2.1.4 Izolacija molekul DNA iz agaroznega gela 
Po končani agarozni gelski elektroforezi in analizi rezultatov smo želeni produkt izrezali iz 
gela. Nato smo uporabili komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega), s katerim 
Korak Temperatura Čas 
začetna denaturacija 94 °C 2 min 
35 ciklov 
denaturacija 94 °C 30 s 
prileganje 50-72 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 60 s/kbp 
končno podaljševanje 72 °C 5 min 
ohlajanje 4 °C ∞ 
Peter Škrinjar: Optimizacija izražanja rekombinantnega proteina FHL2 MATERIALI IN METODE 
29 
 
smo lahko molekulo DNA izolirali iz gela. Pri izolaciji smo sledili postopku, ki je bil priložen 
s strani proizvajalca. Sestavljen je iz raztapljanja gela, vezave DNA na silikatni nosilec, 
spiranja DNA in elucije DNA.  
Izolirani DNA smo določili koncentracijo glede na izmerjeno absorbanco pri valovni dolžini 
260 nm in jo do nadaljne uporabe shranili pri -20 °C. 
3.2.1.5 Rezanje in ligacija DNA zaporedij 
Ker konstruktov 3. kroga pri reakciji PCR nismo uspeli pridobiti, smo jih sestavili s pomočjo 
restrikcije in ligacije.  
Za restrikcijo smo uporabili restriktazo PagI in njej kompatibilen pufer O (oboje Thermo 
Fischer, ZDA). Komponente in njihove količine za restrikcijsko mešanico so navedene v 
tabeli 3.18. 
 
Tabela 3.18: Restrikcijska mešanica za rezanje produktov prvega kroga PCR. 
Komponenta Volumen [µl] 
produkt PCR (izoliran iz gela) 50 
10× pufer O 5,5 
restriktaza PagI 1,5 
skupaj 57 
 
Po končani restrikciji produktov prvega kroga PCR smo izvedli ligacijo, da smo jih združili v 
končni konstrukt. Ligacijska mešanica je predstavljena v tabeli 3.19. 
 
Tabela 3.19: Ligacijska mešanica za ligacijo produktov prvega kroga PCR. PR oznaka pri imenu 
konstruktov za ligacijo pomeni ''po restrikciji''. 
Komponenta Volumen [µl] 
HIS-β-katenin-PRO-hGSTtFHL2 
HIS-β-katenin (PR) 11,08 
PRO-hGSTtFHL2 (PR) 4,92 
ligacijski pufer T4 DNA-ligaze 2 
T4 DNA-ligaza 2 
skupaj 20 
β-katenin-PRO-htFHL2 
β-katenin (PR) 6 
PRO-htFHL2 (PR) 10 
ligacijski pufer T4 DNA-ligaze 2 
tabela se nadaljuje na naslednji strani 
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T4 DNA-ligaza 2 
skupaj 20 
HIS-β-katenin-PRO-FHL2 
HIS-β-katenin (PR) 8 
PRO-FHL2 (PR) 8 
ligacijski pufer T4 DNA-ligaze 2 
T4 DNA-ligaza 2 
skupaj 20 
 
3.2.1.6 Metoda SLiCE 
Metoda SLiCE je alternativa metodi restrikcije in ligacije za vstavljanje vključkov v želen 
lineariziran vektor. Za to metodo namesto posameznih encimov potrebujemo bakterijski 
celični ekstrakt, ki ga lahko pripravimo hitreje in ceneje v primerjavi z restriktazami in 
ligazami. Poleg tega tudi vključka ni potrebno predhodno cepiti z restriktazami, kar še pospeši 
celoten postopek. Vstavitev vključka namreč poteče s procesom rekombinacije preko 
homolognih koncev na vključku in lineariziranem vektorju, ki so dolgi 15-52 bp39. 
Pri metodi SLiCE smo uporabili ekstrakt celic E. coli seva PPY. Za vstavitev vključkov v 
vektor smo uporabljali plazmid pET-32b(+), ki je bil predhodno rezan z restriktazama NotI in 
NdeI. Sestava reakcijske mešanice se nahaja v tabeli 3.19. 
Reakcijo SLiCE smo izvajali 30 min pri 37 °C, čemur je sledila transformacija celic 
E. coli DH5α z reakcijsko mešanico. 
Tabela 3.19: Reakcijska mešanica za izvedbo metode SLiCE. Sestava pufra SLiCE in vir ekstrakta 
SLiCE sta navedena v podpoglavju 3.1.1.8. 
Komponenta Količina 
lineariziran vektor 10 ng 
vključek 2,5 × oz. 5 × množina lineariziranega vektorja 
10× pufer SLiCE  1 µl 
ekstrakt SLiCE  1 µl 
dH2O do 10 µl 
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3.2.2 Delo z bakterijskimi celicami  
Pri delu z bakterijskimi celicami smo pri vseh korakih upoštevali načela aseptičnega dela. 
3.2.2.1 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic 
Transformacija je eden izmed treh procesov v naravi, s katerim bakterijska celica sprejme tujo 
DNA. V laboratoriju ta proces uporabljamo za vnos plazmidne DNA v kompetentne 
bakterijske celice, ki jih predhodno pripravimo. Kompetentne bakterijske celice pripravimo s 
predhodno obdelavo s kalcijevimi ioni, ki z vezavo na negativno nabite lipopolisaharide na 
zunanji membrani bakterijske celice omogočijo lažji dostop plazmidne DNA, ki je prav tako 
negativno nabita, do membrane bakterijske celice. 
Pri našem raziskovalnem delu smo transformacijo izvajali s kompetentnimi celicami E. coli 
DH5α, katere smo transformirali z mešanico SLiCE, in E. coli BL21[DE3], katere smo 
uporabljali pri transformaciji celic za koekspresijo z vektorjema, ki nosita zapis za FHL2 in β-
katenin.  
100 µl kompetentnih celic smo najprej odtalili na ledu in jim nato dodali 1 µl plazmida oz. 10 
µl mešanice SLiCE. Po 30-minutni inkubaciji na ledu, smo izvedli toplotni šok, pri katerem 
smo celice za 45 sekund izpostavili temperaturi 42 °C. To povzroči začasno depolarizacijo 
celične membrane in omogočen vnos tuje DNA v celico. Celice smo nato 2 minuti inkubirali 
na ledu in jim dodali 900 µl LB medija. Sledilo je 1-urno stresanje pri 37 °C. Po končanem 
stresanju smo 100 µl celic razmazali na ustrezno selekcijsko gojišče. V primeru 
transformacije z mešanico SLiCE smo celice pred razmazom skoncentrirali. Po razmazu smo 
celice inkubirali preko noči pri 37 °C. 
3.2.2.2 Izražanje proteinov v bakterijskih celicah 
V bakterijskih celicah E. coli BL21[DE3] smo izrazili proteazo TEV in rekombinantni protein 
FHL2. Prav tako smo v celicah istega seva izvedli koekspresijo rekombinatnega proteina 
FHL2 z rekombinantnim β-kateninom. Postopek izražanja je bil v vseh treh primerih skoraj 
identičen in je opisan v nadaljevanju.  
Pri vseh treh postopkih smo najprej pripravili prekonočno kulturo. Če smo imeli plazmid z 
ustreznim vključkom že pripravljen v trajni celični kulturi, smo z zobotrebcem aseptično 
prenesli nekaj te kulture na ustrezno trdno gojišče, inkubirali preko noči pri 37 °C in naslednji 
dan kolonijo iz trdnega gojišča prenesli v 10 ml tekočega gojišča. V primeru, ko plazmid z 
vključkom ni bil pripravljen v trajni celični kulturi, smo ga v celice prenesli s procesom 
transformacije (3.2.2.1) in po prekonočnem inkubiranju pri 37 °C na trdnem gojišču kolonijo 
prav tako prenesli v 10 ml ustreznega tekočega gojišča.  
Inkubirano gojišče smo stresali preko noči pri 37 °C. 
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Po nagojitvi celic v prekonočni kulturi smo jih v ustreznem tekočem gojišču razredčili do 
OD600 = 0,1. Proteazo TEV smo izražali v 4 × 400 ml medija, izražanje rekombinantnega 
proteina FHL2 in hkratno izražanje FHL2 z β-kateninom pa smo izvajali v 2 × 400 ml medija. 
Redčene kulture smo nato stresali pri 37 °C, dokler OD600 ni znašal 0,6-0,8. V tistem trenutku 
smo izražanje proteinov inducirali z IPTG. V primeru izražanja proteaze TEV in hkratnega 
izražanja FHL2 z β-kateninom smo dodali 0,2 mM IPTG, medtem ko smo izražanje 
rekombinantnega proteina FHL2 inducirali z 0,1 mM IPTG.  
IPTG omogoči močno izražanje proteinov pod promotorjem T7 v bakterijah E. coli 
BL21[DE3]. Ta bakterijski sev namreč vsebuje ekspresijski sistem T7, pri katerem IPTG z 
vezavo na lac represor omogoči prepisovanje polimeraze T7 na kromosomski DNA, kar 
sproži močno prepisovanje proteinov pod promotorjem T7 na plazmidni DNA. 
Po dodatku IPTG je izražanje proteinov potekalo preko noči pri 20 °C in stresanju z 200 
obrati/min. Naslednji dan smo celice odcentrifugirali, resuspendirali in lizirali. Nato je sledilo 
delo s proteini, ki je opisano v nadaljevanju. 
 
3.2.3 Delo s proteini  
3.2.3.1 Izolacija proteinov iz bakterijskih celic 
3.2.3.1.1 Izolacija proteinov izraženih v topni frakciji  
Postopek za izolacijo proteinov izraženih v topni frakciji smo uporabili za izolacijo proteaze 
TEV in izolacijo kompleksa pri hkratnem izražanju FHL2 z β-kateninom, medtem ko se je 
rekombinantni protein FHL2 izrazil v netopni frakciji, zato je njegova izolacija opisana v 
naslednjem podpoglavju (3.2.3.1.2). 
Po končanem izražanju proteinov smo celice centrifugirali 10 minut pri 10 000 × g, zavrgli 
supernatant in jih resuspendirali v ustreznem liznem pufru. Celice z izraženo proteazo TEV 
smo resuspendirali v 50 ml liznega pufra TEV, medtem ko smo celice, v katerih je potekala 
koekspresija, resuspendirali v 25 ml liznega pufra Fβ (tabela 3.9). 
Sledila je sonifikacija, ki smo jo izvajali 5-krat po 3 minute, s 3-minutnimi odmori med 
vsakim sonificiranjem. Lizat celic smo nato centrifugirali 15 minut pri 16 000 × g, s čimer 
smo dobili topno in netopno frakcijo. V primeru proteaze TEV smo shranili topno frakcijo in 
protein očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo, kot je opisano v nadaljevanju. Pri 
postopku koekspresije pa smo topno in netopno frakcijo analizirali z NaDS-PAGE, saj smo 
želeli ugotoviti, v kateri frakciji se nahaja kompleks.  
3.2.3.1.2 Izolacija proteinov izraženih v netopni frakciji  
Rekombinantni protein FHL2 se pri izražanju v bakterijskih celicah izraža v obliki 
inkluzijskih telesc, zato se postopek izolacije razlikuje od postopka za izolacijo proteinov 
izraženih v topni frakciji. Izolacijo iz inkluzijskih telesc smo izvajali na tri načine, ki se med 
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seboj razlikujejo predvsem pri procesu raztapljanja inkluzijskih telesc (uporaba različnih 
denaturantov) in pri procesu ponovnega zvijanja proteina (renaturacija na nikljevi afinitetni 
koloni in renaturacija preko noči v dializnem črevesu). 
Po končani ekspresiji smo celicam dodali 40 ml pufra R (Tabela 3.9) in jih centrifugirali 10 
minut pri 10 000 × g. Sledila je resuspendacija v ledeno hladni dH2O (manj kot 80 ml) in 10-
minutna inkubacija na stresalniku v hladni sobi. Ponovno smo celice centrifugirali 10 minut 
pri 10 000 × g in jih nato resuspendirali v pufru P (40 ml). Sledila je liza celic s 
sonificiranjem, ki smo jo izvajali 3-krat po 5 minut, s 3-minutnimi odmori med vsako seanso. 
Celičnemu lizatu smo po sonifikaciji dodali pufer P do 80 ml in centrifugirali 30 minut pri 
10 000 × g. Supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspendirali v 10 ml pufra P. Sledila sta dva 
koraka spiranja, pri katerih smo raztopini dodali do 80 ml pufra W in centrifugirali 30 minut 
pri 10 000 × g. Po končanem spiranju in centrifugiranju smo pelet resuspendirali v 40 ml 
pufra S, v katerem je potekalo raztapljanje inkluzijskih telesc preko noči pri 37 °C in 
200 obrati/min. Raztapljanje je potekalo v prisotnosti različnih denaturantov. V pufru S1 in S2 
ima vlogo denaturanta urea, v pufru S3 pa gvanidinijev hidroklorid. 
Stopnji raztapljanja inkluzijskih telesc sledi stopnja renaturacije proteina. 
Pri procesu ponovnega zvijanja proteina postopno zmanjšujemo koncentracijo denaturanta v 
raztopini, v kateri se nahaja protein, in s tem omogočamo renaturacijo. To je možno izvesti v 
dializnem črevesu, ki ga položimo v pufer RF, ki ne vsebuje denaturanta. Pri tem se zaradi 
koncentracijskega gradienta koncentracija denaturanta v okolici proteina zmanjšuje in 
omogoči ponovno zvitje. Podobno lahko renaturacijo izvedemo neposredno na koloni za 
nikljevo afinitetno kromatografijo. Na že vezani protein nanašamo pufre, ki imajo vedno nižjo 
koncentracijo denaturanta. Pri našem delu smo izvedli obe možnosti, pri čemer smo 
renaturacijo v dializnem črevesu izvajali ob prisotnosti cinkovega klorida, ki pripomore pri 
tvorbi cinkovih prstov.  
Pri renaturaciji na koloni smo po raztapljanju inkluzijskih telesc raztopino centrifugirali 
10 min pri 20 000 × g, odvzeli supernatant, ga filtrirali in nanesli na nikljevo afinitetno 
kolono. Nato smo na kolono nanašali po 9 ml pufrov, ki so vsebovali vedno manj denaturanta 
(8→0 M). Pripravili smo jih z mešanjem različnih volumnov pufra S1 in pufra RF1. Po 
končani renaturaciji smo protein iz kolone eluirali s pufrom E1.  
Pri renaturaciji z dializnim črevesom smo dializno črevo z denaturiranim proteinom potopili v 
1 L pufra RF2 in pustili renaturirati preko noči v hladni sobi.  
Pri poskusu, kjer smo kot denaturant uporabili gvanidinijev hidroklorid, nismo izvedli procesa 
renaturacije, saj nas je zanimala le uspešnost raztapljanja agregatov v prisotnosti drugega 
denaturanta. 
Po procesu renaturacije je sledilo čiščenje proteina.  
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3.2.3.2 Čiščenje proteinov 
Čiščenje proteinov smo izvedli z nikljevo afinitetno kromatografijo, ki temelji na vezavi 
heksahistidinske oznake na nikljeve ione, vezane na nosilec. Temu je sledila dializa in odcep 
heksahistidinske oznake s proteazo TEV.  
3.2.3.2.1 Nikljeva afinitetna kromatografija  
Tako proteaza TEV kot rekombinantni protein FHL2 vsebujeta heksahistidinsko oznako na N-
koncu proteina, zato ju lahko očistimo z nikljevo afinitetno kromatografijo.  
Pri čiščenju proteaze TEV smo uporabljali sistem ÄKTA FPLC (Amersham Biosciences) in 5 
mililitrsko kolono, ki smo jo pred uporabo sprali z dH2O in z vezavnim pufrom TEV. Na 
kolono smo nato nanesli topno frakcijo, ki smo jo pred tem filtrirali. Po nanosu vzorca smo 
kolono sprali z vezavnim pufrom, da smo odstranili nevezane proteine, nato pa z elucijskim 
pufrom eluirali vezano proteazo TEV. Pretok med nanosom vzorca in spiranjem je bil 5 
ml/min, med elucijo pa 2,5 ml/min. Elucijski gradient smo nastavili tako, da smo dosegli 100 
% pretok elucijskega pufra TEV v 10 min. Frakcije po eluciji, ki so vsebovale TEV (4 ml), 
smo združili in jih dializirali, kot je opisano v nadaljevanju. 
Rekombinantni protein FHL2 smo na 1 mililitrsko kolono nanašali s črpalko pri sobni 
temperaturi (Thermo Scientific). Pred uporabo kolone smo jo sprali z dH2O in z ustreznim 
vezavnim pufrom. Pri prvem poskusu izolacije iz inkluzijskih telesc smo protein vezali na 
kolono in hkrati izvedli renaturacijo (poglavje 3.2.3.1.2). Pri ostalih dveh poskusih pa smo po 
raztapljanju oz. renaturaciji v dializnem črevesu opravili filtracijo in nato protein nanesli na 
kolono. Kolono smo spirali z 10 ml vezavnega pufra za odstranitev nevezanih proteinov in 
elucijo izvedli s pufrom E. Pretok med nanosom vzorca, spiranjem in elucijo je bil 1 ml/min. 
Zbirali smo frakcije po 0,5 ml, jim izmerili koncentracijo in tiste, ki so vsebovale zadostno 
količino proteina, združili ter v nadaljevanju hkrati izvedli dializo in cepitev s proteazo TEV.  
3.2.3.2.2 Dializa  
Namen dialize je bil zmanjšati koncentracijo imidazola v raztopini s proteinom.  
Po čiščenju proteaze TEV smo frakcije z najvišjo vsebnostjo proteina združili v dializno črevo 
z izključitveno maso 14 kDa in dializirali pri 4 °C preko noči proti 1 L dializnega pufra TEV. 
Po končani dializi smo vzorec skoncentrirali na filtrih z izključitveno maso 10 kDa, tako da 
smo dobili 3,5 ml raztopine z A280 = 2,4. Temu smo dodali še 50-odstotni glicerol (v/v), tako 
da je bila končna koncentracija proteaze TEV 1 mg/ml. Protein smo shranili v alikvotih po 
200 µL pri -80 °C. 
Pri pripravi rekombinantnega proteina FHL2 smo po čiščenju na nikljevi afinitetni koloni 
hkrati izvedli dializo in cepitev proteazo TEV. S tem smo se v enem koraku znebili imidiazola 
in hkrati odstranili heksahistidinsko oznako ter GST z N-konca rekombinantnega proteina. 
Eksperiment smo izvedli tako, da smo eluirane frakcije z zadostno količino proteina združili v 
dializno črevo z izključitveno maso 14 kDa in jim dodali še 100 µL proteaze TEV s 
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koncentracijo 1 mg/ml. Dializa in cepitev s TEV sta potekala preko noči pri 4 °C v enem litru 
dializnega pufra D. Po končani dializi smo cepljen protein ponovno nanesli na kolono za 
nikljevo afinitetno kromatografijo in lovili nevezano frakcijo, v kateri smo pričakovali FHL2 
brez oznak. Izvedli smo še spiranje in elucijo. Vse tri dobljene vzorce smo analizirali na 
NaDS-PAGE. 
3.2.3.3 Analiza proteinov  
3.2.3.3.1 NaDS-PAGE  
S poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) ločujemo proteine 
v električnem polju. Proteini se najprej zberejo v koncentracijskem delu gela, ki je manj 
zamrežen, in nato skupaj vstopijo v ločevalni del gela, kjer se zamreženost poveča, kar 
povzroči ločitev proteinov glede na njihovo velikost oz. maso. 
Vzorcem pred nanosom na gel dodamo 4 × NaDS-nanašalni pufer z reducentom in jih 
denaturiramo s 6-minutno inkubacijo pri 95 °C. NaDS se specifično veže na protein in ga 
negativno nabije. Razmerje med nabojem in maso proteina je tako za vse proteine približno 
enako, zato se proteini pri potovanju skozi gel v glavnem ločijo le na podlagi njihove mase. 
Potovanje skozi gel je odvisno tudi od stopnje zamreženosti gela, ki jo izberemo glede na 
pričakovano velikost proteina, in od jakosti električnega polja. Elektroforezo smo izvajali pri 
35 mA za 1 gel oz. 70 mA za 2 gela. 
Po končani ločbi proteinov smo za njihovo detekcijo uporabili barvanje s Coomassie Brilliant 
Blue R250. Gel smo prenesli v raztopino za barvanje, ki je vsebovala 25 ml raztopine B, 25 
ml dH2O in 650 µl raztopine A. Raztopino smo skupaj z gelom segrevali do njenega vrelišča 
in jo nato stresali pri sobni temperaturi 15 minut. Raztopino za barvanje smo nato odlili, gel 









Raziskovalno delo je potekalo v dveh ločenih sklopih. V prvem delu smo poskušali 
rekombinantni protein FHL2 pridobiti z izolacijo iz inkluzijskih telesc, v drugem delu pa smo 
ga želeli izraziti v topni obliki s hkratnim izražanjem z β-kateninom. Pred tem smo pripravili 
še proteazo TEV, ki smo jo kasneje uporabili za odcep heksahistidinske oznake in GST z 
N-konca fuzijskega proteina. 
4.1 Priprava proteaze TEV 
Za odcep heksahistidinske oznake in GST z N-konca fuzijskega proteina in pridobitev 
rekombinantnega proteina FHL2 smo potrebovali proteazo TEV.  
Proteazo TEV smo pripravili po rutinskem postopku, zato po čiščenju z nikljevo afinitetno 
kromatografijo eluiranih frakcij nismo analizirali z NaDS-PAGE, temveč smo predpostavili, 
da je v frakcijah prisotna le proteaza TEV. 
Uspeli smo pridobiti 7 ml proteaze TEV s koncentracijo 1 mg/ml, ki smo jo shranili v 
alikvotih po 200 µL pri -80 °C. 
4.2 Izolacija rekombinantnega proteina FHL2 iz inkluzijskih 
telesc 
Shema poteka dela pri izolaciji FHL2 iz inkluzijskih telesc je prikazana na sliki 4.1. V tem 
sklopu smo imeli že pripravljeno trajno celično kulturo, ki je vsebovala plazmid z zapisom za 
rekombinantni protein FHL2 (hGSTtFHL2 – pripravil Matej Hvalec, FKKT), zato 
načrtovanje in priprava zapisov za proteinske konstrukte nista bila potrebna.  
 
Slika 4.1: Shematski prikaz poteka dela pri izolaciji FHL2 iz inkluzijskih telesc. Pri izolaciji 
rekombinantnega FHL2 iz inkluzijskih telesc smo uporabili tri različne postopke: ponovno zvitje proteina na 
nikljevi afinitetni koloni, ponovno zvitje proteina v dializnem črevesu ob prisotnosti ZnCl2 in raztapljanje 
inkluzijskih telesc v gvanidinijevem hidrokloridu (GdnHCl). 
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4.2.1 Izražanje FHL2 
Izražanje proteina FHL2 v bakterijskih celicah je po indukciji z IPTG potekalo 22 ur pri 20 °C 
in stresanju z 200 obrati/min. Pričakovali smo, da bo večji del rekombinantnega proteina 
FHL2 prisoten v netopni frakciji, čeprav je to v neskladju z rezultati v literaturi36. Prisotnost 
FHL2 v netopni frakciji smo preverili z nanosom vzorca na NaDS-PAGE (slika 4.2). 
 
Slika 4.2: Analiza vzorcev po izražanju rekombinantnega proteina FHL2 v bakterijskih celicah na NaDS-
PAGE (12,5-odstotni gel). Z modro puščico je označen položaj lis pravih velikosti, ki predstavljajo 
rekombinantni protein FHL2 s heksahistidinsko oznako, GST in mestom za cepitev s proteazo TEV (teoretična 
izračunana molska masa fuzijskega proteina je 59,64 kDa). 
Kot smo predvidevali, se je FHL2 večinoma izrazil v obliki netopnih inkluzijskih telesc (slika 
4.2), zato smo za nadaljevanje dela uporabili netopno frakcijo. 
4.2.2 Izolacija, čiščenje in analiza FHL2 
Izolacijo in čiščenje rekombinantnega proteina FHL2 iz inkluzijskih telesc smo izvedli na tri 
različne načine: z renaturacijo na koloni za nikljevo afinitetno kromatografijo, z renaturacijo v 
dializnem črevesu v prisotnosti ZnCl2 in z raztapljanjem v gvanidinijevem hidrokloridu.  
Pri vseh smo uspešnost izolacije preverili z analizo na NaDS-PAGE in merjenjem 
koncentracije. 
4.2.2.1 Renaturacija FHL2 na koloni za nikljevo afinitetno kromatografijo  
Pri prvem poskusu izolacije rekombinantnega proteina FHL2 smo po spiranju in raztapljanju 
netopne frakcije v 8 M urei vzorec nanesli na nikljevo afinitetno kolono, kjer smo nato izvedli 
renaturacijo. Slednjo smo izvajali z nanašanjem pufrov na kolono, pri katerih je koncentracija 
uree enakomerno padala do 0 M. Fuzijski protein smo nato eluirali iz kolone in delo 






st. 1 2 3
Legenda: 
st. – proteinski velikostni standard 
z označenimi velikostmi  (kDa) 
1 – vzorec pred lizo celic 
2 – vzorec po lizi celic 
3 – vzorec netopne frakcije 
 




Slika 4.3: Absorbance eluiranih frakcij, izmerjene pri valovni dolžini 280 nm (A) in analiza vzorcev po 
raztapljanju in renaturaciji na koloni z NaDS-PAGE (B). Z modrima puščicama je označen položaj lis 
velikosti, ki predstavljajo FHL2 s heksahistidinsko oznako, GST in mestom za cepitev s proteazo TEV 
(teoretična izračunana molska masa fuzijskega proteina je 59,64 kDa).  
Opazimo, da je pri nanosu na kolono večino fuzijskega proteina ostalo v nevezani frakciji, 
medtem ko se je majhna količina proteina vezala na kolono (slika 4.3). Za nadaljevanje dela 
smo uporabili eluirane frakcije 8-15 (4 ml). 
Po raztapljanju in renaturaciji na nikljevi afinitetni koloni smo elucijske frakcije z zadostno 
količino proteina združili in z njimi izvedli cepitev s TEV, s čimer smo želeli odcepiti 
heksahistidinsko oznako in glutation S transferazo (GST) na N-koncu fuzijskega proteina. Ta 
postopek smo izvajali v dializnem črevesu, kjer je hkrati potekalo zmanjševanje koncentracije 
imidazola v raztopini s proteinom.  
Prisotnost cepljenega FHL2 v nevezani frakciji smo preverili z analizo z NaDS-PAGE (slika 
4.4). 
 
Slika 4.4: Analiza vzorcev po dializi in cepitvi s proteazo TEV z NaDS-PAGE (12,5-odstotni gel). Z modro 
puščico je označena velikost, pri kateri bi se moral nahajati fuzijski protein (59,64 kDa), s črno puščico pa 
približna velikost, pri kateri bi se moral nahajti FHL2 po cepitvi s TEV (32,2 kDa). Z rdečo puščico je označena 
velikost lis, ki predstavljajo GST s heksahistidinsko oznako (26,6 kDa) oz. proteazo TEV s heksahistidinsko 




































st. PR N EPO
Legenda: 
st. – proteinski velikostni standard z označenimi velikostmi  (kDa) 
P – vzorec po raztapljanju v 8 M urei in pred nanosom na kolono 
N – nevezana frakcija 
7-15 – eluirane frakcije 
Legenda: 
st. – proteinski velikostni standard z označenimi velikostmi  (kDa) 
PR – vzorec zbranih eluiranih frakcij pred dializo in pred cepitvijo s TEV 
PO – vzorec po dializi in cepitvi s TEV 
N – vzorec nevezane frakcije 




Na sliki 4.4 lahko opazimo, da je bila količina fuzijskega proteina, zbranega iz elucijskih 
frakcij, že pred cepitvijo s proteazo TEV pod mejo detekcije z barvilom Coomassie Brilliant 
Blue R250. Posledica tega je, da tudi po cepitvi in nanosu vzorca na nikljevo afinitetno 
kolono, v nevezani frakciji nismo dobili zadostne količine cepljenega proteina FHL2. 
Predstavljena izolacija FHL2 iz inkluzijskih telesc se je izkazala kot neuspešna, saj nismo 
dobili ustrezne količine proteina FHL2. Največje izgube so se pojavile pri nanosu proteina na 
nikljevo afinitetno kolono po raztapljanju v 8 M urei, kjer se je večina izraženega proteina 
nahajala v nevezani frakciji, čeprav bi se moral protein s heksahistidinsko oznako vezati na 
nikljeve ione (slika 4.3).  
Razlogov, zakaj se protein ni vezal na kolono, je lahko več. Nevezavo bi lahko povzročil 
prisotni reducent, ki bi z redukcijo Ni2+ ionov v koloni preprečil vezavo heksahistidinske 
oznake. Možno je tudi, da se je velik delež proteina, kljub prisotnosti 8 M uree, po 
raztapljanju še vedno nahajal v obliki topnih agregatov, pri čemer heksahistidinski oznaki ni 
bila omogočena vezava na nikljevo afinitetno kolono.  
4.2.2.2 Renaturacija FHL2 ob prisotnosti ZnCl2  
V naslednjem poskusu smo proces raztapljanja fuzijskega proteina pri izvajali v prisotnosti 1-
odstotnega (v/v) Tritona X-100, ki naj bi preprečil agregacijo proteinov40,41. Renaturacijo smo 
izvajali v dializnem črevesu preko noči v 1 L pufra RF2, ki je vseboval ZnCl2. Slednjega smo 
dodali zaradi olajšane tvorbe cinkovih prstov v proteinu FHL2. Pri postopku raztapljanja in 
renaturacije smo sledili navodilom iz članka Stathopolou et al, 201437 
Po končanem raztapljanju, kjer smo kot denaturant uporabili 8 M ureo, in renaturaciji v 
dializnem črevesu smo izvedli nanos na nikljevo afinitetno kolono. Sledilo je spiranje z 
vezavnim pufrom in elucija, pri kateri smo protein zbirali v frakcije po 0,5 ml. Prisotnost 
rekombinantnega proteina FHL2 smo preverili z merjenjem absorbanc posameznih frakcij in z 
analizo na NaDS-PAGE (slika 4.5). 
 





Slika 4.5: Absorbance eluiranih frakcij, izmerjene pri valovni dolžini 280 nm (A) in analiza vzorcev pred 
in po nanosu na kolono z NaDS-PAGE (B). Z modrima puščicama je označena velikost lis, ki predstavljajo 
FHL2 s heksahistidinsko oznako, GST in mestom za cepitev s proteazo TEV (teoretična izračunana molska masa 
fuzijskega proteina je 59,64 kDa). Za nadaljne delo smo uporabili frakcije 4-9 (3 ml) 
Tudi v tem poskusu se je večji delež proteina nahajal v nevezani frakciji (slika 4.5). Za 
nadaljnje delo smo zato poleg združenih eluiranih frakcij, ki so vsebovale največ vezanega 
proteina, uporabili tudi nevezano frakcijo. S slednjo smo delali ločeno, saj smo želeli 
preveriti, ali se nevezan protein res nahaja v obliki topnih agregatov. Če bi bila cepitev te 
frakcije s TEV neuspešna, bi to potrdilo našo hipotezo. 
Po cepitvi s TEV smo vzorce ponovno nanesli na nikljevo afinitetno kolono in izvedli analizo 
frakcij z NaDS-PAGE (slika 4.6 in slika 4.7). 
 
Slika 4.6: Analiza vzorcev združenih eluiranih frakcij po dializi in cepitvi s TEV z NaDS-PAGE. Prikazano 
imamo analizo vzorcev, kjer je delo potekalo z združenimi eluiranimi frakcijami. Z modrima puščicama je 
označena velikost lis, ki predstavljajo necepljen FHL2, z oranžnima pa velikostno območje, kjer se nahajata lisi, 
ki predstavljata GST s heksahistidinsko oznako (26,6 kDa) in proteazo TEV (27 kDa). Velikost rekombinantnega 

































Delo z združenimi eluiranimi
frakcijami
Legenda: 
st. – proteinski velikostni standard z označenimi velikostmi  (kDa) 
P – vzorec po raztapljanju in renaturaciji - pred nanosom na kolono 
N – nevezana frakcija 
4-9 – eluirane frakcije 
Legenda: 
st. – proteinski velikostni standard z 
označenimi velikostmi  (kDa) 
P – vzorec pred dializo in cepitvijo s TEV 
(vendar TEV že dodan) 
N – nevezana frakcija 




Opazili smo, da je lisa necepljenega FHL2 po cepitvi izginila, kar pomeni, da je bila cepitev s 
TEV uspešna (slika 4.6). Težava pa se očitno pojavi z nestabilnostjo proteina, saj se v 
nevezani frakciji ne vidi lise FHL2. Razlog za nestabilnost je po vsej verjetnosti narava 
proteina FHL2, ki kot ogrodni oz. adapterski protein teži k tvorbi kompleksov z ostalimi 
proteini in če do tega ne pride, je protein očitno podvržen degradaciji. Nato smo analizirali še 
nevezano frakcijo iz prejšnjega nanosa na nikljevo afinitetno kolono. 
 
Slika 4.7: Analiza vzorcev nevezane frakcije po dializi in cepitvi s TEV z NaDS-PAGE. Prikazano imamo 
analizo vzorcev, kjer je delo potekalo z nevezano frakcijo. Z modrima puščicama je označena velikost lis, ki 
predstavljajo necepljen FHL2, z oranžnima pa velikostno območje, kjer se nahajata lisi, ki predstavljata GST s 
heksahistidinsko oznako (26,6 kDa) in proteazo TEV (27 kDa). Velikost rekombinantnega proteina FHL2 po 
cepitvi s TEV je 32,2 kDa. 
Kot lahko vidimo na sliki 4.7 je bila cepitev s TEV pri delu z nevezano frakcijo neuspešna, saj 
lisa necepljenega FHL2 po cepitvi ne izgine oz. je le rahlo šibkejša od lise pred cepitvijo. To 
je potrdilo našo hipotezo, da se večji del proteina po raztapljanju in renaturaciji nahaja v 
obliki topnih agregatov, ki so stabilni in onemogočijo vezavo heksahistidinske oznake na 
nikljeve ione v koloni. Na enak način onemogočijo tudi cepitev s TEV, saj proteaza ne more 
dostopati do svojega specifičnega cepitvenega mesta.  
Tudi pri tem poskusu, kjer smo dodali detergent pri raztapljanju za preprečitev tvorbe 
agregatov in ZnCl2 pri renaturaciji za olajšano tvorbo cinkovih prstov, nismo dobili zadostnih 
količin FHL2 iz inkluzijskih telesc za nadaljnje delo. Enako kot pri prejšnjem poskusu je bila 
tudi tukaj glavna težava v nevezavi proteina na nikljevo afinitetno kolono po raztapljanju, 
čeprav so bili rezultati pri tem poskusu malenkost boljši. Z analizo nevezane frakcije smo 
ugotovili, da je težava v agregatih, ki jih tvori FHL2, tako kot smo to predvidevali tudi pri 
prejšnjem poskusu.  
Na podlagi teh rezultatov smo se odločili, da bomo raztapljanje v naslednjem poskusu izvedli 
v gvanidinijevem hidrokloridu, ki je močnejši denaturant od uree42 in bi zato lahko 
popolnoma raztopil agregate rekombinantnega proteina FHL2 ter s tem omogočil vezavo na 







Delo z nevezano frakcijo
Legenda: 
st. – proteinski velikostni standard z 
označenimi velikostmi  (kDa) 
P – vzorec pred dializo in cepitvijo s TEV 
(vendar TEV že dodan) 
N – nevezana frakcija 
E – elucijska frakcija 
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4.2.2.3 Raztapljanje FHL2 v gvanidinijevem hidrokloridu 
Po dveh neuspelih poskusih priprave rekombinantnega proteina FHL2 nas je v nadaljevanju 
zanimalo, ali bi raztapljanje v gvanidinijevem hidrokloridu bilo uspešnejše od raztapljanja v 
urei, kjer je FHL2 še ostal v agregatih. Tako smo izvedli raztapljanje v gvanidinijevem 
hidrokloridu preko noči in nato protein nanesli na nikljevo afinitetno kolono. Frakcije smo 
analizirali z NaDS-PAGE (slika 4.8). 
 
Slika 4.8: Analiza vzorcev po raztapljanju proteina in nanosu na kolono z NaDS-PAGE. Modra puščica 
označuje velikost, pri kateri se nahajajo lise, ki predstavljajo fuzijski protein (59,64 kDa). 
Na sliki 4.8 lahko opazimo, da je bila vezava rekombinantnega proteina na kolono za nikljevo 
afinitetno kromatografijo po raztapljanju v gvanidinijevem hidrokloridu enako neuspešna. V 
eluiranih frakcijah namreč nismo opazili lise, ki bi nakazovala na prisotnost fuzijskega 
proteina.  
Vsi trije poskusi priprave rekombinantnega proteina FHL2 iz inkluzijskih telesc so bili 
neuspešni. Razlog neuspešne vezave fuzijskega proteina na nikljevo afinitetno kolono po 
raztapljanju oz. renaturaciji je v tem, da se večji delež proteina nahaja v obliki skupkov oz. 
agregatov in onemogoča vezavo na kolono. Očitno so interakcije v teh agregatih močnejše od 
kaotropnih učinkov uree oz. gvanidinijevega hidroklorida, kar povzroči neuspešnost 
raztapljanja. 
Zaključimo torej lahko, da se FHL2 zaradi svoje neurejene strukture v raztopini nahaja v 
obliki agregatov. To sovpada z njegovo vlogo v celici, kjer deluje kot ogrodni oz. adapterski 
protein. Na osnovi teh rezultatov smo se odločili, da bomo poskušali FHL2 pridobiti v 








st. – proteinski velikostni standard z 
označenimi velikostmi  (kDa) 
P – vzorec pred nanosom na kolono 
N – nevezana frakcija 




4.3 Hkratno izražanje FHL2 z β-kateninom 
S koekspresijo smo želeli FHL2 pridobiti v topni frakciji na račun vezave z β-kateninom 
(poglavje 1.2.2.3), ki se v bakterijskih celicah izraža v topni obliki32. 
Hkratno izražanje FHL2 z β-kateninom je možno izvesti na dva načina. Pri prvem načinu sta 
zapisa za proteina na različnih plazmidih, ki ju nato s transformacijo prenesemo v 
kompetentne bakterijske celice. Za ta del smo imeli oba plazmida že pripravljena v trajnih 
celičnih kulturah (hGSTtFHL2 in HIS-TEV-β-katenin). Pri drugem načinu pa se zapisa za oba 
proteina nahajata na istem plazmidu. Za pridobitev takega plazmida je potrebno uporabiti 
metode molekulskega kloniranja. Potek dela pri hkratnem izražanju FHL2 z β-kateninom je 
shematsko prikazan na sliki 4.9. 
 
Slika 4.9: Shematski prikaz predpostavljenega poteka dela pri hkratnem izražanju FHL2 z β-kateninom. 
Koekspresijo je možno izvesti na dva načina. Zaradi omejenega časa smo izvedli le koekspresijo, kjer se zapisa 
za proteina nahajata na različnih plazmidih, medtem ko smo pri drugem načinu, pri katerem se zapisa za proteina 
nahajata na istem plazmidu, v procesu priprave le-tega. Ko bo plazmid pripravljen, bo možna izvedba 
koekspresije tudi na ta način. 
 
4.3.1 Delo z vektorjema z zapisom za posamezen protein 
Pri tem delu smo imeli zapisa za oba proteina že pripravljena vsak na svojem vektorju v 
trajnih celičnih kulturah. Zapis za FHL2 je bil prisoten na vektorju hGSTtFHL2 (3.1.1.2), kjer 
je imel na N-koncu še dodan zapis za heksahistidinsko oznako, GST in mesto za cepitev s 
proteazo TEV. Na vektorju HIS-TEV-β-katenin (3.1.1.3) pa se je nahajal zapis za β-katenin s 
heksahistidinsko oznako, mestom za cepitev s trombinom, epitopsko oznako T7 in mestom za 
cepitev s proteazo TEV na N-koncu. 
Oba vektorja smo najprej izolirali iz trajnih celičnih kultur. Po uspešni izolaciji je sledila 
transformacija kompetentnih bakterijskih celic E. coli BL21[DE3] z obema plazmidoma. Nato 
• Izolacija plazmida z zapisom za oba proteina
• Transformacija kompetentnih celic s tem 
plazmidom
• Priprava vključkov z zapisom za oba proteina (PCR)
• Vstavitev insertov v plazmid z metodo SLiCE
• Transformacija kompetentnih celic
• Analiza uspešnosti vstavitve vključka s PCR na osnovi kolonije
• Določevanje nukleotidnega zaporedja plazmida s sekvenciranjem
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• Transformacija kompetentnih celic z obema
plazmidoma
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smo iz kolonij z ustreznega selekcijskega gojišča pripravili prekonočno kulturo in v njej po 
redčenju in gojenju do OD600 = 0,6 inducirali izražanje proteinov z IPTG. Oba proteina sta 
bila pod nadzorom T7 promotorja, zato bi moralo biti njuno izražanje enako močno. Po 
končani indukciji smo celice lizirali ter analizirali topno in netopno frakcijo na NaDS-PAGE 
(slika 4.10). 
 
Slika 4.10: Analiza topne in netopne frakcije po koekspresiji s proteinoma na različnih plazmidih z NaDS-
PAGE. Z modro puščico je označen položaj lis, ki predstavljajo rekombinantni protein FHL2 (59,64 kDa), z 
oranžno puščico pa je označen položaj lis, ki predstavljajo rekombinantni β-katenin (89,91 kDa).  
Na sliki 4.10 opazimo, da je bilo izražanje proteina FHL2 močnejše od izražanja β-katenina. 
Prav tako opazimo, da se je FHL2 večinoma nahajal v netopni frakciji. 
S tem poskusom nismo uspeli nedvoumno dokazati, da lahko s pomočjo tvorbe kompleksa z 
β-kateninom FHL2 dobimo v topni frakciji. To lahko pripišemo šibkemu izražanju 
β-katenina, saj je njegova koncentracija po indukciji bistveno nižja od koncentracije FHL2, 
kljub temu da sta bila oba proteina pod promotorjem T7 (slika 4.10).  
Zaradi nepredvidljivosti in različnega izražanja proteinov pri delu z dvema plazmidoma smo 
se odločili, da bomo koekspresijo izvedli z enim plazmidom, ki bo vseboval zapis za FHL2 in 
zapis za β-katenin, pred vsakim pa bo promotorska regija T7. Na ta način bo izražanje obeh 
proteinov bolj enakovredno in nadzorovano43. 
4.3.2 Delo z vektorjem z zapisom za oba proteina 
Za pridobitev vektorja, ki vsebuje zapis za FHL2 in zapis za β-katenin, smo uporabili metode 
molekulskega kloniranja.  
4.3.2.1 Načrtovanje konstruktov 
Želeli smo pripraviti tri različne konstrukte s PCR, ki bi jih nato vnesli v vektor z metodo 
SLiCE. Osnova vseh konstruktov sta bila zapisa za β-katenin in FHL2, med katerima se je 
nahajala še promotorska regija T7. Konstrukti so se med seboj razlikovali po prisotnosti 
zapisov za heksahistidinsko oznako, GST in zapisov za mesto za cepitev s TEV na N-koncu 








st. – proteinski velikostni standard z 
označenimi velikostmi  (kDa) 
P – vzorec po indukciji 
N – netopna frakcija 





Slika 4.11: Shematski prikaz konstruktov K1, K2 in K3. HIS – zapis za heksahistidinsko oznako, TEV – 
zapis za cepitveno mesto proteaze TEV, B-KATENIN – zapis za protein β-katenin, PRO – promotorska regija 
T7, GST – zapis za glutation S transferazo, FHL2 – zapis za protein FHL2. 
4.3.2.2 Priprava konstruktov  
Za pridobitev končnih konstruktov smo izvedli dva kroga reakcij s PCR (slika 4.12 A) in nato 
še restrikcijo in ligacijo (slika 4.12 B). 
 
Slika 4.12: Analiza produktov prvega in drugega kroga PCR (A) ter ligacije (B) z AGE. Z rdečim 
pravokotnikom so označeni produkti, ki smo jih izolirali iz gela in z njimi nadaljevali delo. ST1 – 1 kb 
velikostna lestvica z označenimi velikostmi [bp], ST2 – 100 b velikostna lestvica z označenimi velikostmi [bp]. 
P13.1 - HIS-β-katenin, P1.2 - PRO-hGSTtFHL2, P2.1 - β-katenin, P2.2 - PRO-HIS, P2.3 - htFHL2, P2.4 - PRO-
htFHL2, P3.2 - PRO-FHL2(15), P3.3 - FHL2, P3.4 - PRO-FHL2, K1 – HIS-β-katenin-PRO-hGSTtFHL2, K2 - 
β-katenin-PRO-htFHL2, K3 - HIS-β-katenin-PRO-FHL2. 
K1 – HIS-B-katenin-PRO-hGSTtFHL2 HISN TEV B-KATENIN PRO HIS GST TEV FHL2 C
K2 – B-katenin-PRO-htFHL2 N B-KATENIN PRO HIS TEV FHL2 C
K3 – HIS-B-katenin-PRO-hGSTtFHL2 HISN TEV B-KATENIN PRO FHL2 C
P2.2 P2.3 P3.3P1.2 P3.2P13.1 P2.1 ST2ST1
A PRVI KROG REAKCIJ
DRUGI KROG REAKCIJ
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Po uspešni ligaciji smo dobljene konstrukte izolirali iz gela in jih z metodo SLiCE vstavili v 
plazmid pET-32b(+), ki je bil predhodno rezan z restriktazama NotI in NdeI (slika 4.13). 
 
Slika 4.13: Analiza vektorja pET-32b(+) po restrikciji z NotI in NdeI z AGE. Z rdečim pravokotnikom je 
označen produkt, ki smo ga izrezali iz gela in z njim nadaljevali delo. ST1 – 1 kb velikostna lestvica z označeno 
velikostjo pri 6000 bp. 
S plazmidom z vstavljenim vključkom smo nato izvedli transformacijo celic E. coli DH5α in 
jih razmazali po plošči. Žal na plošči LB A pri nobenem od treh konstruktov ni zrastla nobena 
kolonija. Najverjetneje transpozicija pri metodi SLiCE ni uspela zaradi premajhne količine 
vključka, ki smo ga izrezali iz gela po ligaciji (slika 4.12 B). 
Po tem neuspelem poskusu smo se odločili, da bomo v plazmid z metodo SLiCE najprej 
vstavili zapis za β-katenin in nato z enako metodo še dodali zapis za promotorsko regijo T7 
ter FHL2. 
Po uspešnem prvem krogu PCR (slika 4.14 A) smo konstrukta K1.1 (SLiCE-HIS-β-katenin-
SLiCE) in K2.1 (SLiCE-β-katenin-SLiCE) z metodo SLiCE vstavili v rezan plazmid 
pET-32b(+). Celice E. coli DH5α smo transformirali s tem plazmidom in jih razmazali po 
plošči s selekcijskim gojiščem. Nato smo kolonije, ki so zrastle na ploščah analizirali s PCR 
na osnovi kolonije (slika 4.14 B). 
 
Slika 4.14: Analiza produktov prvega kroga PCR (A) in produktov PCR na osnovi kolonije (B). Z rdečim 
pravokotnikom so označeni produkti, ki smo jih izrezali iz gela in z njim nadaljevali delo. ST1 – 1 kb velikostna 
lestvica z označenimi velikostmi [bp]. (A) K1.1 - SLiCE-HIS-β-katenin-SLiCE, K2.2 - SLiCE-PRO-HIS, K2.1 - 
SLiCE-β-katenin-SLiCE, K3.2 - SLiCE-PRO, K1.2 - SLiCE-PRO-hGSTtFHL2-SLiCE. (B) Produkti PCR na 















PCR NA OSNOVI KOLONIJE
K1.1 K2.1








Pri PCR na osnovi ene kolonije nismo dobili pozitivnih rezultatov za noben konstrukt, kar 
pomeni, da je bila transpozicija z metodo SLiCE neuspešna. Pri obeh konstruktih bi za 
pozitiven rezultat morali zaznati liso pri približno 2500 bp. 




FHL2 je ogrodni oz. adapterski protein, ki povezuje molekule pri več signalnih poteh4. Enako 
vlogo ima tudi pri celičnem signaliziranju preko molekule EpCAM, kjer po regulirani 
intramembranski proteolizi poveže znotrajcelični del te molekule z elementi Wnt signalne 
poti. V citoplazmi se tako tvori kompleks EpIC-FHL2-β-katenin, ki se po nastanku prenese v 
jedro in z vezavo na transkripcijski faktor Lef-1 sproži prepisovanje genov, ki povzročijo 
proliferacijo epitelijskih celic in razvoj karcinomov25.  
Namen diplomskega dela je bil pripraviti rekombinantni protein FHL2 v zadostnih količinah, 
da bomo lahko strukturno in biokemijsko okarakterizirali kompleks EpIC-FHL2-β-katenin, 
kar bi pripomoglo k jasnejši predstavi poteka signalne poti preko molekule EpCAM in 
razvoju novih metod za zdravljenje rakavih obolenj. 
Uporabili smo dva različna pristopa za pridobitev proteina FHL2. 
Pri prvem delu smo FHL2 izrazili v bakterijskih celicah E. coli BL21[DE3], kjer se je protein 
nahajal v netopni frakciji. Sledila je izolacija proteina iz inkluzijskih telesc, ki smo jo izvedli 
na tri različne načine, pri katerih smo uporabljali različne denaturante in različne načine 
renaturacije ter pri tem sledili objavljenim postopkom37. Pri nobenem od treh poskusov nam 
ni uspelo izolirati zadostnih količin rekombinantnega proteina FHL2, ki bi se samostojno in 
stabilno nahajal v raztopini.  
Iz rezultatov je razvidno, da se je glavna težava pojavila pri procesu raztapljanja topnih 
agregatov FHL2 (poglavje 4.1). Zaradi tega je bila onemogočena vezava na nikljevo 
afinitetno kolono, kar je povzročilo velike izgube izraženega proteina. Tvorba agregatov oz. 
kompleksov je sicer v skladu z naravo proteina FHL2, saj ta v celici deluje kot adapterski 
protein, ki ima več kot 50 znanih interakcijskih partnerjev4. Vzrok za tako širok spekter 
vezavnih partnerjev so neurejene in fleksibilne regije med posameznimi LIM domenami v 
proteinu, ki omogočajo večjo prilagodljivost FHL2 za vezavo na ostale molekule8. Hkrati pa 
te neurejene regije onemogočajo stabilnost proteina v nevezani obliki in zaradi tega se je v 
našem primeru protein, kljub prisotnosti denaturanta, še vedno nahajal v obliki agregatov. 
Očitno so hidrofobne interakcije, zaradi katerih so nastali skupki, močnejše od kaotropnih 
učinkov uree in gvanidinijevega hidroklorida. To je preprečilo popolno denaturacijo 
agregatov, kar je razlog, da smo bili mi pri izolaciji FHL2 neuspešni.  
Neuspeh pri izolaciji FHL2 iz inkluzijskih telesc bi lahko pripisali tudi oslabljeni vezavi 
proteina na kolono zaradi prisotnega reducenta β-merkaptoetanola. Ker nismo presegli 
priporočene koncentracije reducenta s strani proizvajalca, se zdi ta hipoteza manj verjetna. 
Majhne količine proteina smo z raztapljanjem in vezavo na kolono sicer uspeli pridobiti, 
vendar smo pri postopku cepitve fuzijskega proteina s proteazo TEV ugotovili, da se FHL2 
razgradi, če je prisoten sam v raztopini (slika 4.6), kar lahko zopet povežemo z njegovo vlogo 
ogrodnega oz. adapterskega proteina v celici. V stabilni obliki ga in vitro potemtakem lahko 
pridobimo v kompleksu z njegovimi vezavnimi partnerji, kar je bi naš namen v drugem delu 




Po neuspešni izolaciji FHL2 iz inkluzijskih telesc smo se v drugem delu lotili priprave 
rekombinantnega proteina FHL2 v kompleksu z β-kateninom, ki je njegov vezavni 
partner1,24,25. Slednji se v bakterijskih celicah izraža v topni obliki32, zato smo pričakovali, da 
se bo v topni obliki izrazil tudi kompleks FHL2-β-katenin. Za izvedbo koekspresije FHL2 z 
β-kateninom smo uporabili dva načina.  
Pri prvem načinu smo proteina v bakterijskih celicah E. coli BL21[DE3] izrazili s pomočjo 
dveh že pripravljenih plazmidov, hGSTtFHL2 in HIS-TEV-β-katenin, na katerih sta prisotna 
zapisa za oba proteina. Celice smo transformirali s plazmidoma, pripravili prekonočno kulturo 
in inducirali izražanje z IPTG po standardnem postopku za izražanje proteinov v bakterijskih 
celicah. Po končanem izražanju smo celice lizirali in preverili prisotnost izraženih proteinov v 
topni in netopni frakciji.  
Rezultati pri tem načinu izražanja niso nedvoumno potrdili hipoteze, da se bo FHL2 s 
pomočjo vezave na β-katenin nahajal v topni frakciji (slika 4.10). Predvsem je to posledica 
različnega obsega izražanja obeh rekombinantnih proteinov, saj se je FHL2 močneje izražal 
od β-katenina.  
Razlogov za slabše izražanje β-katenina v celici je lahko več. Možno je, da je pri 
transformaciji v celico vstopilo različno število obeh plazmidov, kar nato privede do različnih 
količin enega in drugega proteina. Prav tako je možno, da je do razlik pri izražanju prišlo 
zaradi enakega mesta začetka podvojevanja na obeh vektorjih. Oba plazmida imata namreč 
mesto začetka podvojevanja iz plazmida ColE1 in zato potrebujeta enake replikacijske 
faktorje. To pomeni, da bosta med seboj tekmovala in tisti, ki bo imel določeno prednost (npr. 
se hitreje podvojuje, ker je manjši), bo v celici prisoten v večjem številu. Ker je vektor 
hGSTtFHL2 manjši od vektorja HIS-TEV-β-katenin, je v celici zaradi te svoje prednosti 
prisoten v večjem številu. 
Ena izmed verjetnih razlag je tudi, da je prišlo do rekombinacije, pri kateri β-katenin ne bi bil 
več pod promotorjem T7 in bi to povzročilo njegovo šibkejše izražanje. Prav tako bi se skupaj 
z β-kateninom prenesel tudi zapis za odpornost proti kanamicinu (slika 5.1). 
 
Slika 5.1: Shema hipotetične rekombinacije z dvojim prekrižanjem za prenos zapisa za β-katenin in za 
odpornost proti kanamicinu na vektor hGSTtFHL2. Po rekombinaciji se β-katenin ne bi več nahajal pod 
promotorsko regijo T7. 
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V prid možne rekombinacije govori tudi dejstvo, da smo plazmida transformirali v bakterijske 
celice E. coli BL21[DE3], ki ne vsebujejo mutacije v zapisu za RecA (kakor sev DH5α), ki 
ima pomembno vlogo pri procesu homologne rekombinacije. 
Drugi način izvedbe koekspresije zaradi omejenega časa nismo izpeljali do konca. Pri tem 
načinu sta zapisa za oba proteina na istem vektorju, kar zagotavlja bolj enakovredno izražanje 
in manj nepredvidljivih rezultatov kot pri metodi z dvema vektorjema43. Pred vsakim zapisom 
se nahaja promotorska regija T7, ki omogoča močno in nadzirano ekspresijo (slika 4.11).  
Za pridobitev takšnega vektorja je potrebna uporaba metod molekulskega kloniranja. Kljub 
uspešnima prvima krogoma PCR in uspešni ligaciji (slika 4.12) je bil izkoristek izolacije iz 
gela po ligaciji prenizek, da bi lahko z metodo SLiCE konstrukte vnesli v vektor. Zato smo se 
lotili drugačnega pristopa, pri katerem bomo v vektor najprej vstavili zapis za β-katenin, nato 
pa še za promotorsko regijo in FHL2 (slika 4.14). 
Za potrditev hipoteze, da lahko s pomočjo tvorbe kompleksa FHL2-β-katenin, FHL2 
pridobimo v stabilni in topni obliki pri koekspresiji v bakterijskih celicah, bi bilo potrebno naš 
začrtan potek dela izpeljati do konca. To pomeni, da bi po pridobitvi vektorja z obema 
zapisoma, ta vektor transformirali v bakterijske celice E. coli BL21[DE3] in inducirali 
izražanje z IPTG. Po končanem izražanju bi preverili, pri katerem konstruktu sta bila vezava 
FHL2 na β-katenin in izražanje obeh proteinov v topni obliki najbolj učinkovita ter po potrebi 
opravili optimizacijo tega izražanja.  
Kljub temu, da nam ni uspelo pripraviti rekombinantnega proteina FHL2 v zadostnih 
količinah, s katerimi bi lahko preučevali interakcijske in strukturne lastnosti kompleksa EpIC-
FHL2-β-katenin, smo pri raziskovalnemu delu pridobili kar nekaj dragocenih informacij, ki 
nam bodo lahko koristile pri nadaljnjem delu. Predvsem ugotovitev, da je izolacija FHL2 iz 
inkluzijskih telesc zaradi narave proteina nesmiselna, saj ima protein razen LIM domen 
neurejeno strukturo in je nagnjen k agregaciji. Prav tako je protein, ko je v raztopini prisoten 
sam, podvržen razgradnji. Zato je v nadaljevanju smiselno oceniti skupno izražanje proteina 








V okviru diplomske naloge nam je uspelo: 
• primerjati uspešnost treh načinov izolacije rekombinantnega proteina FHL2 iz 
inkluzijskih telesc; 
• ugotoviti, da je FHL2 zaradi svoje neurejene strukture nagnjen k agregaciji in se po 
raztapljanju inkluzijskih telesc še vedno večinoma nahaja v topnih agregatih; 
• ugotoviti, da je FHL2 v odsotnosti vezavnih partnerjev nestabilen; 
• načrtati in pripraviti zapise za koekspresijo rekombinantnega proteina FHL2 z β-
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